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@ Polymerasenchimaren 

@ Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Polyme- 
rasenchimaren, die aus Aminosaurefragmenten, die Do- 
manen reprasentieren, bestehen und die - im Hfnblick auf 
eine bestimmte Verwendung - vorteilhafte Eigenschaften 
von naturlich vorkommenden Polymerasen in sich verei- 
nen. Oberraschenderweise konnte gezeigt warden, dal^ 
die Domanen aus den unterschiedlichen Enzymen in der 
Chimare aktiv stnd und ein kooperattves Verhalten zeigen. 
Weiterhin ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein 
Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemal^en Chi- 
maren sowie die Verwendung dieser Chimaren bei der 
Synthesevon Nukleinsauren z. B.wahrend derPolymera- 
se~Ketten-Reaktion. Ein weiterer Gegenstand der vorlie- 
genden. Erfindung ist ein Kit, der die erfindungsgemalien 
Polymerasenchimaren enthalt. 
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Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Polymerasenchimaren, die aus Aminosauiu&agmenlen, die Domanen le- 
prasentieren, bestehen und die - im Hinblick auf eine bestinunte Verwendung - vorteilhafle Eigenschaften von natiiriich 
5 vorkommenden Polymerasen in sich vereinen. Obeiraschenderweise konnte gezeigt w^den, daB die Domanen aus den 
unterschiedlichen Enzymen in der Chimare aktiv sind und ein kooperatives Verhalten zeigen. Weiterhin ist Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur HersteUung der erfindungsgem^Ben Chimaren sowie die ^ferwendung die- 
ser ChimSren bei der Synthese von Nukleinsauren z. B. wahrend der Polymerase-Ketten-Reaktion. Ein weiterer Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit, der die erfindungsgemaBen Polymerasenchimaren enthMlt. 

10 Nach Braithwaite, D.K. und Ito, J. (1993) Nucl. Acids Res. 21, 787-802 werden die DNA Polymerasen nach den 
tJbereinsdmmungen in ihren Aminosauresequenzen in drei Hauptfamilien mit Unterklassen eingeteilt. Eine Zusammen- 
fassung der gefundenen Motive und konsravierten Aminosauren geben Joyce, CM. und Steitz; T.k (1994) Annu. Rev. 
Biochem. 63, 777-822. In Prokaryoten werden hauptsachlich drei Polymerasen unterschieden: Polymerase I, n und IQ. 
Diese Polymerasen unterscheiden sich unteieinander bezuglich ihrer Funktion in der Zelle und bezuglich ihrer Eigen- 

15 schaften. Die DNA Polymerase I gilt als Reparaturenzym, besitzt hSufig sowohl 5-3 - als auch 3 -5*-Exonukleaseaktivi- 
tat. Polymerase II scheint die DNA Synthese zu erleichtem, die von einem beschadigten Matrizenstrang ausgeht und be- 
wahrt daher Mutationen. Die Polymerase EI ist das Replikationsenzym der Zelle, sie synthetisial Nukleotide mit hoher 
Geschwindigkeit (ca. 30,000 per Minute) und gilt als sehr prozessiv. Polymerase III besitzt keine 5'-3*-Exonukleaseakti- 
vital. Andere Eigenschaften von Polymerasen werden bedingt durch ihre Hericunft wie z. B. die Thenriostabilitat oder 

20 auch die ProzessivitaL ■ 

Je nach Anwendung sind bestimmte Eigenschaften von Polymerasen wiinschenswert. Fiir die PCR z. B. werden ther- 
mostabile, fidele - d. h. Polymerasen mit proofireading-Aktivitat-prozessive und schneUsynthetisierende Polymerasen 
bevorzugt. Bei der Sequenzierung werden Enzyme bevorzugt, die wenig zwischen Dideoxy- und Deoxy-Nukleotiden 
diskriminieien. Die Proofteadin-Aktivitat der Polymerasen hingegen, d. h. 3'-5'-Exonukleaseaklivitat, ist bei der Sequen- 

25 zierung nicht wiinschenswert Fiir manche Anwendungen, z. B. PGR, ist es wiinschenswert, wenn die Polymerase keine 
oder wenig 5'-3'-Exonukleaseaktivital (5 -Nukleaseaktivitat) aufweist. 

Polymerasen konnen sich weiterhin unterscheiden in ihrer Fahigkeit RNA als Template zu akzeptieren, d. h. bezilglich 
ihrer Reversen TVanskriptasen (RT)-Aktivitat. Die RT-Aktivitat kann von der Gegenwart an Mangan- uhd/oder Magne- 
sium-Ionen abhangig sein. Oftmals ist es wiinschenswert, wenn die KT-Akti vital der Polymerase von Mangan-Ionen un- 

30 abhangig ist, weil die Lesegenauigkeit der Polymerase in Gegenwart von Mangan-Ionen sinkt Polymerasen unterschei- 
den sich weiterhin in ihrer Prozessivitat, die ebenfalls eine fur viele Anwendungen wiinschenswerte Eigenschaft dar- 
stellt. 

Es besteht daher das Bediirfnis, Polymerasen beziiglich ihrer Eigenschaften im Hinblick auf eine bestimmte Anwen- 
dung zu optimieren. Dies wurde in der Vergangenheit oftmals durch das EinfQhren von Mutationen oder durch Deletion 
35 von Funktionen der Polymerasen erreicht. 

So wurde z. B. das Ausschalten der 5'-3'-Exonukleaseaktivitat sowohl durch das Einfuhren von Mutationen (Merkens, 
L. S. (1995) Biochem. Biophys. Acta 1264, 243-248) als auch durch Verkurzung erreicht (Jacobsen, H. (1974) Eur. J. 
Biochem. 45, 623-627; Barnes, W. M. (1992) Cjene 112, 29-35), Die Diskriminieningsfahigkeit der Polymerasen gegen- 
iiber Dideoxy- und Deoxy-Nukleotiden wurde durch das Einfuhren von Punktmutationen herabgesetzt (Tbbor s. und Ri- 
40 chardson, C. C. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. 92, 6339-6343). Tabor und Richardson beschreiben die Konstruktion von 
Active-site-Hybriden. 

Die Aufgabe, Polymerasen mit optimierten Eigenschaften bereitzustellen, wurde durch die yorliegende Erfindung 
erstmals durch das Herstellen von Polymerasenchimaren durch den Austausch strukturell und funktionell voneinander 
unabhangiger Domanen gelosl. Als Domane im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Bereiche zu verstehen, die alle 

45 essentieilen Zentrcn bzw. alle funktionell wichdgen Aminosauren enthalten, so daB die Domane ihre Funktion im we- 
sentlichen behalt. Es konnen daher auch nur Telle, d. h. funktionierende Fragmente von Domanen ausgetauscht werden. 
So konnen diese Domanen im Sinne der vorliegenden Erfindung als funktionelle Aminosaurefragmente bezeichnet wer- 
den. Die Chimare kann dariiber hinaus durch Mutationen oder ^rkiirzungen weiter verandert werden. Falls es vorteil- 
haft erscheint, konnen in die Chimare Mutationen eingefuhrt werden, die ihre Eigenschaften im Hinblick auf die jewei- 

50 lige Anwendung weiter optimieren. So konnen beispielsweise Mutationen eingefiihrt werden, die die Diskriminierungs- 
fahigkeit der Polymerasen gegeniiber Dideoxy- und Deoxy-Nukleotiden herabsetzt Oder es konnen durch die Einfuh- 
rung von Mutationen oder durch Verkurzung erwilnschte Eigenschaften wie z. B. die Prozessivitat verstarkt oder einge- 
fiihrt werden. Es kdnnen aber auch durch die Einftihrung von Mutationen oder durch Verkiirzungen unerwiinschte Eigen- 
schaften ausgeschaltet werden, z. B. die 5'-Nukleaseaktivitat 

55 Und somit sind Polymerasenchimaren Gegenstand der vorUegenden Erfindung, die - im Hinblick auf eine bestimmte 
Verwendung - vorteilhafle Eigenschaften von natiiriich vorkommenden Polymerasen in sich vereinen. Die erfindungs- 
gemaBen Polyme/asenchimaren bestehen aus ftinktionellen Aminosaurefi-agmenten unterschiedlicher Enzyme, die vor- 
zugsweise Domanen unterschiedlicher Enzyme reprasentieren. Oberraschenderweise konnte gezeigt werden, daB die 
Domanen aus den unterschiedlichen Enzymen in der Chimare aktiv sind und ein kooperatives Verhalten der Domanen 

60 untereinander zeigen. Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind weiterhin generelle Vferfahrcn zur Herstellung von 
Polymerasenchimaren mit optimierten Eigenschaften. Durch diese erfindungsgemaBen \ferfahren werden somit das De- 
sign einer Chimaren aus einer beliebigen Kombinationen von Enzymen moglich, indem Domanen ausgetauscht werdra. 
Weiterhin ist bevorzugt, daB die Wechselwiricungen in den Kontaktstellen der Domanen durch verschiedene Verfahren 
noch weiter aufeinander abgestimmt werden. Dadurch kann beispielsweise die Thermostabilitat der Chimaren erhoht 

65 werden. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit zur Synthese von Nukleinsauren, der eine erfindungsgemaBe 
Chimare enthalt 

Fiir die PCR werden in der Praxis zunehmend thermostabile DNA Polymerasen mit Korrekturlesefunktion eingesetzt. 
Zur Amplifikation langer DNA Molekiile hat sich insbesondere das Einsetzen von Mischungen aus Tkq Polymerase- und 
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thermostabiler Korrekturlese-DNA Polymerase (wie Pfu, TVo, Vent Polymerase) bewahrt. Es war daher weiterhin Ge- 
genstand der vorliegenden Erfindung, die hohe Prozessivitat und Thermostabilitat der Tkq Polymerase mit der 3'-5'-Exo- 
nukleaseakti vital einer anderen DNA Polymerase in einem Enzym zu vereinen. Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
sind daher insbesondere thermostabile Polymerasenchimare, die eine Prozessivitat aufweisen, die mindestens der der 
Taq Polymerase entspricht, sowie eine geringeh Fehlerrate beim Einbau der Nukleotide in die Polymerkette wahrend der 5 
Amplifikation aufweisen durch das Vorhandensein einer 3 -5'-Exonuklease-Akdvitat (Proofreading- Akd vital). Durch die 
Korabination dieser beiden Eigenschaflen kann beispielsweise eine ChimSre generiert werden, die in der Lage ist, lange 
PGR Produkte zu machen, d. h. Nukleinsaurefragmente die groBer sind als 2 kb. Die erfindungsgemaBe Ghimare eignet 
sich ebenfalls fur die Vervielfaltigung kiirzerer Fragmente. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher insbesondere eine Polymerasenchimare, die zusammengesetzt ist lO 
aus funktionellen Aminosaurefragmenten von zwei unterschiedlichen Polymerasen, wobei die erste oder die zweite der 
Polymerasen 3 -5*-Exonukleaseakdvitat aufweist und die PolymerasOTchimare sowohl 5'-3'-Polymeraseaktivitat als auch 
3 -5'-Exonukleaseaktivitat aufweist. Die Polymerasen konnen natiirlich vorkonmiende oder rekombinante Polymerasen 
sein. Die erfindungsgemaBe Polymerasenchimare kann aus funktionellen Aminosaurefragmenten von zwei oder mehr 
unterschiedlichen Polymerasen zusammengesetzt sein. Die erfindungsgemaBe Polymerasenchimare kann aus zwei oder 15 
mehreren funktionellen Aminosaurefragmenten der unterschiedlichen Polymerasen zusammengesetzt sein. Die Amino- 
sauresequenz des Fragmentes kann der natiirlich vorkommenden Sequenz der Polymerase oder einer durch Mutational 
veranderten Sequenz entsprechen. 

Die Aminosaurefragmente, aus denen die Polymerasenchimare zusanunengesetzt ist, entsprechen bevorzugterweise 
jeweils fiinktionalen Polymerasendomanen der ersten oder zwei ten Polymerase. Eine funktionale Polymerasendomane 20 
im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein Bereich, der alle fUr die Aktivitat essentiellen Aminosauren beinhaltet. 

Bevorzugt ist weiterfiin, daB ein Teil der Aminosaurefragmente der Polymerasenchimaren einem Teil der AminosSu- 
resequenz der T^-Polymerase entspricht Die Polymerase, deren 3 -5 -Exonukleaseaktivitat aufweisende Domane bzw. 
Aminosaurefragment in die Chimare eingebaut wurde, kann beispielsweise eine Pol-I-iyp-Polymerase oder auch eine 
Pol-n-Typ-Polymerase sein. Vertreter der Pol-I-iyp-Polymerase mil 3-5 -Exonukleaseaktivitat sind z. B. Escherichia 25 
coli Polymerase I (Ec. 1), Salmonella Polymerase I, Bacillus Polymerase I, Thermosiphon Polymerase I sowie die Ther- 
matoga neapolitana Polymerase (Tne). Vertreter der Pol-II-Typ-Polymerase mit 3'-5'-Exonukleaseaktivitat sind z. B. die 
Pynococcus woesie Polymerase (Pwo), Pyrococcus furiosus Polymerase (Pfu), Thermococcus litoralis Polymerase (Tli), 
Pyrodictum abyssi. 

Die Taq DNA Polymerase aus Thermus aguallcus (Taq Polymerase), die Escherichia coli DNA Polymerase I (E. coli 30 
poU) und die Thermotoga neapolitana DNA Polymerase (Tne Polymerase) sind bakterielle DNA Polymerasen der Fami- 
lie A. Es sind DNA Polymerasen vom poU-iyp, da die verschiedenen enzymatischen Aktivitaten in relativ gleicher 
Weise in verschiedenen Domanen lokalisiert sind wie bei der E. coli poll. Die F*yrococcus woesi DNA Polymerase (Pwo - 
Polymerase) ist, wie die Thermococcus litorales DNA Polymerase (Vent*"^ Polymerase) und die Pyrococcus furiosus 
DNA Polymerase (Pfii Polymerase), eine archaebakterielle DNA Polymerase der Familie B. 35 

Die Taq Polymerase ist beschrieben von Chien, A. et al. (1976) J. Bacteriol. 127, 1550-1557, Kaledin, A.S. et al. 
(1980) Biokhimiya 45, 644-651 und Lawyer, F.C et al. (1989) J. Biol. Ghem. 264, 6427-6437. UrspriingUch wurde sie 
aus dem thermophilen Eubakterium Thermus aquaticus isoliert, spater in E. coli kloniert Das Enzym hat ein Molekular- 
gewicht von 94 kDa und ist als Monomer aktiv. Die Taq Polymerase ist geeignet zum Einsatz in der Polymeraseketten- 
reaktion (PGR), da sie eine hohe Thermostabilitat (Halbwertszeit von 40 Minuten bei 95°G/5 Minuten bei 100°G) und 40 
eine hoch prozessive 5-3 -DNA-Polymerase (Polymerisationsrate: 75 Nukleotide pro Sekunde) aufweist. Neben der Po- 
lymeraseaktivitat wurde von Longley et al. (1990) Nucl. Acids Res. 18, 73 17-7322 eine 5'-Nuldeaseakti vital nachgewie- 
sen. Das Enzym zeigt keine 3'-5'-Exonukleaseaktivitat, so daB beim Einbau der vier Desoxyribonukleotidtriphosphate' 
zur sukzessiven Verlangening von Polynukleoidketten Fehler entstehen, die bei der Genamplifikation st5ren (Fehlorate: 
2 X 10^ Fehler/Base, Gha, R. S. und ThiUy, W. G. (1993) PGR Methods Applic. 3, 1&-29). Die Tertiarstruktur der Taq 45 
Polymerase ist seit 1995 bekannt (Kim et al., 1995, Korolev et al., 1995). 

Die E. coli poll ist beschrieben in Komberg, A. und Baker, T. A. (1992) DNA Replication, 2. Aufl., Freeman, New 
York, 1 13-165. Das Enzym hat ein Molekulargewicht von 103 kDa und ist als Monomer aktiv. Die E. coli poU besitzt 5 - 
Nuklease- iind 5 -3'-DNA-Polymeraseaktivitat Im Gegensatz zur Tkq Polymerase besitzt sie zusatzLich eine 3'-5'-Exonu- 
kleaseakti vital als Korrekturiesefunktion. Die E. coli poU und deren Klenow Fragment (Jacobsen, H. et al. (1974) Eun J. 50 
Biochem. 45, 623-627) wurden vor der Einfiihrung der Ikq Polymerase fur die PGR eingesetzt. Aufgrund ihrer geringen 
Thermostabilitat sind sie jedoch weniger gut geeignet, da sie jeden Zyklus neu zugesetzt werden miissen. Die Ifertiar- 
struktur des Klenow Fragmentes der E. coli poll ist seit 1 983 bekannt (Brick, P. et al. (1983) J. Md: BioL 166. 453-456, 
OlUs, D.L. et al. (1985) Nature 313, 762-766 und Beese, L.S. et al. (1993) Science 260, 352-355). 

Die Tne Polymerase wurde aus dem thermophilen Eubakterium Thermotoga neqx)litana isoliert und spater in E. coli 55 
kloniert Die Aminosauresequenz der Tne Polymerase ist der Thermotoga maritima DNA Polymerase (UlTma™ Poly- 
merase) ahnlich (personliche Auskunft Dr. B. Frey). Sie weist hohe Thermostabilitat, 5'-Nukleaseaativitat, 3'-5'-Exonu- 
kleaseaktivitat und 5'-3'-DNA-Polymeraseaktivitat auf. Ein Nachteil ist die geringere Polymerisationsrate veiglichen mit . 
der der Taq Polymerase, Die in der Aminosauresequenz ahnliche UlTma™ Polymerase wird fur die PGR verwendet, 
weim hohe Genauigkeit benotigt wird. Von der Struktur der Tne Polymerase ist bisher nur die Aminosauresequenz be- . GO 
kaimt (Boehringer Mannheim). Das Enzym ist jedoch homolog zur E. coli poll, so daB, obwohl die Tfertiarstruktur nicht 
bekarmt ist, die Moglichkeit des HomologiemodelUng besteht 

Die Pfu Polymerase wurde aus dem hyperthermophilen, marinen Archaebakterium Pyrococcus furiosus isoliert. Sie 
weist hohe Thermostabilitat (95% Aktivitat nach einer Stunde bei 95°G), 3 -5 -Exonukleaseaktivitat und 5 -3 -DNA-Po- 
lymeraseaaktivitat auf (Lundberg, K. S. et al. (1991) Gene 198, 1-6). Die Genauigkeit der DNA-Synthese ist ca. zehnmal 65 
hoher als bei der Taq Polymerase. Sie wird fiir die PGR verwendet, wenn hohe Genauigkeit ben5tigt wird, \bn der Struk- 
tur ist bisher nur die Aminosauresequenz bekannt. 

Die Pwo Polymerase (PGR Applications Manual (1995), Boehringer Mannheim GmbH, Biochemica, 28-32) wurde 
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ursprunglich aus dem hyperthermophilen Archaebakterium Pyrococcus woesi isolieit und spater in E. coli kloniert. Das 
Enzym hat ein MoLekulaigewicht von etwa 90 kDa und ist als Monomer aktiv. Die Pwo Polymerase besitzt einen hohere 
Thennostabilitat als die 1^ Polymerase (Halbwertszeit > 2 Stunden bei 100°C), eine hoch prozessive 5 -3 -DNA-Poly- 
meraseaktivitat und eine hohe 3'-5'-Exonukleaseakti vitSt, wodurch die Genauigkeit der DNA-Synthese erhdht wird. Das 

5 Enzym hat keine 5'-NukleaseaktivitaL Die Polymerisationsrate (30 Nukleotide pro Sekunde) ist geringer als bei der Tkq 
Polymerase. Das Enzym wird in der PGR eingesetzt, wenn hohe Genauigkeit gefordert ist. Die Genauigkeit der DNA- 
Synthese ist mehr als 10 mal hoher als bei Verwendung der Taq Polymerase. 

In die Aminosauresequenz der Polymerasenchimaren konnen weiterhin Histidin-tags oder andeie Reinigungshilfen 
fiir die verbesserte Aufreinigung eingebaut sein. 

10 Zum Einfiigea einer 3'-5'-Exonukleaseaktivitat in die Ikq Polymerase gibt es bauptsachlich vier \%rfahren, die eben- 
falls Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind. 

1 . Das Einfiigen des 3'-5*-Exonukleasebereiches einer anderen DNA Polymerase durch Austausch eines Molekulbereichs 

der Taq Polymerase 

15 

Dieser Ansatz ist insbesondere geeignet, da die Ikq Polymerase homolog zur E. coli poll ist, die aus funktionell und 
strukturell voneinander unabhangigen Domanwi besteht (Joyce, G.M., und Steitz, XA. (1987) UBS, 12, 288-292) und 
als Modell fiir andere PNA Polymerasen dienen kann (Joyce, C.M. (1991) Curr. (Spin. Struct. Biol. 1, 123-129). Geeig- 
net fiir den Austausch sind DNA Polymerasen, bei denen eine 3-5 -Exonukleaseaktivitat nachgewiesen ist, deren, DNA- 

20 Sequenz bekannt ist und das fiir die 3'-5*-Exonukleaseaktivitat kodierende Gen zuganglich ist. Fiir ein rationales Protein- 
design anhand von Modellstrukturen ist es zusatzlich von Vorteil, daB der 3'-5'-Exonukieasebereich und der Polymerase- 
bereich zur E. coli poU homolog ist. Der 3*-5'-Exonukleasebereich soUte sich vorzugsweise gut in die Struktur der E. coli 
poll einfiigen und an den Polymerasebereich der Taq Polymerase anfiigen. Eine aufgeklarte Tertiarstruktur mit zugang- 
lichen Strukturdaten sowie hohe Thermostabilitat des Proteins sind weitere \brteile, • 

25 Folgende DNA Polymerasen sind daher beispielsweise geeignet: 

a. E. coli poU 

Die E. coli poll erfiiUt, bis auf die Thermostabilitat, alle oben aufgefiihrten Bedingungen. Die Ibrtiarstruktur des Kle- 
30 now Fragmentes ist in der Brookhavendatenbank zuganglich und sie gehort, wie die TUq Polymerase, zur Familie A der 
DNA Polymerasen. Die Identitat in der Aminosauresequenz betragt 32%. Bei Berticksichtigung der bekannten Doma- 
nenstruktur linden sich die groBten tJbereinstimmungen im N-terminalen und im C-tenninalen Bereich der beiden Pro- 
teine (32% Identitat in den 5'-Nukleasedomanen, 49% Identitat in den Polymerasedomanen). Im Bereich der 3'-5'-Exo- 
nukleasedomane weist die kiirzere Taq Polymerase mehrere Deletionen auf (14% Identitat in 3'-5'-Expnukleasedomane ■ 
35 und Zwischendomane). Da die E. coli poU thermolabil ist und die Wechselwirkungen an der Grenzflache zwischen den 
beiden Domanen im chimaren Protein nicht mehr optimal sind, ist es wahrscheinlich, daB auch die Proteinchimare gerin- . 
gerera Thermostabilitat als die Taq Polymerase aufweist, Diese kann durch nachtragliche Modifiziraxing von Aminosau- 
ren an der Grenzflache behoben werden. 

40 b. Thermostabile DNA Polymerasen 

Von den thermostabilen DNA Polymerasen mit 3'-5'-Exonuklease, die heute zur PGR eingesetzt werden, scheinen die 
Pwo Polymerase, die Pfu Polymerase, die Vent™ Polymerase, die Tne Polymerase und die UITma''"** Polymerase zur 
Kombination mit der Taq DNA Polymerase geeignet. Die Gene sind (iiber die Firma Boehringer Mannheim) zug^glich 
45 von der Pwo Polymerase und der Tne Polymerase. Die Pfu Polymerase ist erhaltlich von Stratagene Inc. Fiir ein rationa- 
les Proteindesign ist die Tne Polymerase aufgrund ihrer Homologie zur T^q Polymerase und E. coli poU gut geeignet Bei 
der Verwendung der Pfu Polymerase sind Planungen nur anhand von Aminosauresequeozalignments unter Beriicksich- 
tigung bekannter konservierter, fiir die Funktion essentieller Aminosauren und Motive mdglich. 

50 2. Die Modifikation der Taq DNA Polymerase in der Zwischendomane 

Zum Einfiigen einer 3 -5*-Exonukleaseaktivitat miissen alle fiir die Aktivitat essentiellen Aminosauren in die Struktur 
eingefiigt werden. Nach heutigen Kenntnisstand betrifft das besonders die drei Motive Exo I, Exo 11 und Exo IH. Die es- 
sentiellen Motive miissen auBerdem in geeigneter Art und Weise verkniipft werden, um in die fiir die Katalyse notwen- 
55 dige raumliche Lage gebracht zu werden. 

Die Verandening der Taq DNA Polymerase im Poljrmerasebereich ist ebenfalls moglich. Auch ein de novo Design von 
Polymerasen ist prinzipieU denkbar. 

Die erfindungsgemaBen Ghimaren konnen weiterhin optimiert werden durch: ' > 

60 1. Entfemung der 5 -Nukleasedomane (moglich auch proteolytisch) oder nachtragliche Inaktivierung der 5'-Nu- 

kleaseaktivitat (beschrieben in Merkens, L. S. (1995) Biochem. Biophys. Acta 1264, 243-248) 

2. Modifikation durch Punktmutationen oder Fragmentaustausch 

3. Optimierung der Strukturen an den Grenzfiachen der Ghimaren 

4. (^timierung durch random Mutagenese und/oder random Rekombination mit anderen Poly merasegenen (mole- 
65 kulare Evolution). 

Beispiele fiir erfindungsgemaBe Polymerasenchimaren sind die folgenden: 
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- 1^ DNA Polymerase (M1-V307) E. coli DNA Polymerase (D355-D501) Thq DNA Polymerase (A406-E832) 

- Tkq DNA Polymerase (M1-P291) E. coli DNA Polymerase (Y327-K511) Taq DNA Polymerase (IAX6-B&32) 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) E. coU DNA Polymerase (Y327-H519) Tkj DNA Polymerase (E424-E832): 
Punktmutation A643G; He 455 Val SEQ ID No.: 1 

- TUq DNA Polymerase (M1-P291) E. coU DNA Polymerase (Y327-V536) TUq DNA Polymerase (I>141-E832) 5 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) E. coli DNA Polymerase (Y327-G544) 1^ DNA Polymerase (V449-E832); 
SEQ ID No.: 2 

- T^q DNA Polymerase (M1-P302) E. coli DNA Polymerase (K348-S365) Tkq DNA Polymerase (A319-E347) E. 
coli DNA Poly (N45a-T505) Taq DNA Polymerase (E410-E4832); 

- 1^ DNA Polymerase (M1-V307) Tne DNA Polymerase (D323-D468) T^q DNA Polymerase (A406-E832); 10 

- 1^ DNA Polymerase (M 1-P29 1) Tne DNA Polymerase ^95- 1478) 1^ DNA Polymerase (L416-E832) 

- 1^ DNA Polymerase (M1-P291) Tne DNA Polymerase (P295-E485) Taq DNA Polymerase (E424-E832); sliUe 
Mutation A1449C SEQ ID No.: 3 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) Tne DNA Polymerase (P295-V502) Tkq DNA Polymerase (L441-E832) 

- 1^ DNA Polymerase (M1-P291) Tne DNA Polymerase (P295-G510) Taq DNA Polymerase (V449-E832); stiUe 15 
Mutation C1767T SEQ ID No.: 4 

- Taq DNA Polymerase CM1-P302) Tne DNA Polymerase (E316-D333) Tkq DNA Polymerase (A319-E347) Tne 
DNA Polymerase (D81-M394) Taq DNA Polymerase (R362-L380) Tne DNA Polymerase (E415-T472) Ikj DNA 
Polymerase (E410-E832); 

- G308DA^310E/L3S2N/L356D/E401Y/R305D 20 

- T^q DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V100-R346) T^q DNA Polymerase (E424-E832) 

- T^q DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (H103-S334) 1^ DNA Polymerase (E424-E832);'SEQ ID 
No.: 5 

- T^q DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V100-F389) Taq DNA Polymerase (E424-E832) ' 

- Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V106-F389) Taq DNA Polymerase CV449-E832); SEQ ID 25 
No.: 6 

- Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (M1-F389) TUq DNA Polymerase (V449-E832). 
Von den oben genannten Polymerasenchimaren wurden die folgenden naher untersucht: ■ 



- Tkq DNA Polymerase (M1-P291) E. coU DNA Polymerase (Y327-H519) Tbq DNA Polymerase (E424-E832): 
Punktmutation A643G; He 455 Val (T^q Eel) SEQ ID No.: 1, ' ' 

- Taq DNA, Polymerase (M1-P291) E. coli DNA Polymerase (Y327-G544) Taq DNA Polymerase (V449-E832), 
(Taq Ec2) SEQ ID No.: 2 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) Tne DNA Polymerase (P295-E485) Tkq DNA Polymerase (E424-E832), stiUe 
Mutation A1449C (Taq Tnel) SEQ ID No.: 3 

- Tkq DNA Polymerase (M1-P291) Tne DNA Polymerase (P295-G510) Tkq DNA Polymerase (V449-E83a>, 
StiUe Mutation C1767T (Taq Tne2) SEQ ID No.: 4 

- T^ DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V100-R346) T^q DN A Polymerase (E424-E832), (Taq 



- Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V100-F389) TUq DNA Polymerase (V449-E832), (T^q 
Pfu2)SEQIDNo.:6. 

Zur Auswahl geeigneter DNA Polymerasen werden multiple Aminosauresequenzalignments verfugbarer Sequenzen 
von DNA Polymerasen und DNA bindenden Proteinen, zum Beispiel mit dem Programm GCG (Devereux et al., 1984, 45 
Nucl. Acids Res. 12, 387-395) erstellt. Zur Erstellung eines guten Alignments sind Sekundarstrukturvorhersagen, be- 
kannte strukturbasierte Sequenzalignments, bekannte Motive und funktionell essentielle Aminosauren sowie, phyloge- 
netische Gesichtspunkte zu beriicksichtigen. Bestehen die Proteine aus funktionell und strukturell unabbangigeh Doma- 
nen, ist es siimvoll, die Aminosauresequenzalignments zunachst bezogen auf die einzelnen Domanen zu erstellen und 
erst danach zu einem vollstandigen Sequenzalignments zusammenzufugen. ^ 50 

Werden homologe Sequenzen gefunden, deren Ibrtiarstruktur bekannt ist, so besteht die Moglicbkeit, eine 3D-Mo- 
dellstruktur aus dem homologen Protein abzuleiten. Zur Modellerstellung kann das Programm BRAGI (Reichelt und 
Schomburg, 1988, J. Mol. Graph. 6, 161-165) VCTwendet werden. Zur Eneigieminimierung der Stnikturen einzelner Mo- 
lekulbereiche sowie ganzer Molekiile kann das Programm AMBER (Weiner et al., 1984, J. Am. Chem. Soc. 106, 
765-784) und zur Oberpriifung der Giite des Modells, das Programm Procheck verwendet werden. Sind nur die Ca-Ko- 55 
ordinaten der Struktur des Ausgangsproteins erhaltiich, so kann die Struktur, zum Beispiel mit dem Programm O (Jones 
et al., 1991, Acta Cryst. A47, 110-119), rekonstruiert werden. Des weiteren besteht die Moglichkeit, in der Pcoteindaten- 
bank unzugangliche, jedoch bereits als, Stereobild veroffentlichte, Ca-Koordinaten, zu erhalten, indem das Stereobild 
eingescannt wird, die Koordinaten gepickt werden (zum Beispiel mit dem Programm Magick) und die z-Koordinaten be- 
rechnet werden (zum Beispiel mit dem Programm Stereo). Die Planung von Varianten kann anhand von Aminosaurese- 60 
quenzalignments, anhand von 3D-Modellen oder anhand von experimentell ermiltelten 3D-Strukturen erfolgen. 

Die gentechnische Herstellung von Domanenaustauschvarianten kann durch PCR-Mutagenese, nach der SOE-Me- 
thode (Horton et al. (1989) Gene 77, 61-68) oder nach der modifizierten Methode (siehe Schema unter Beispiele) mit 
Hilfe chemisch synthetisierter Oligodesoxynukleotide erfolgen. Die jeweiligen DNA-Fragmente werden auf einem Aga- 
rosegel aufgetrennt, isoliert und in den Ausgangsvektor ligiert. Als Ausgangsvektoren kdnnen fUr E. coli pUC Derivate 65 
mit geeigneten Promotoren verwendet werden wie pTE, pT^, pPL, Bluescript. Die Plasmid-DNA wird in einen E. coli- 
Stamm transformiert, zum Beispiel XLl-Blue, einige Klone werden gepickt und deren Plasmid-DNA isoliert Moglich 
ist aber auch, die Verwendung anderer Stamme wie z. B. Nova Blue, BL21(DE), MClOOO etc. Selbstverstandlich ist es 



30 



Pfiil) SEQ ID No.: 5 
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aucb mdglich, in anderen Oiganismen zu klonieren wie in Hefe-, Pflanzen-, Saugerzellen. Durch Restriktionsanalyse 
wird eine \^rauswahl an Klonen getroffen, deren Plasmid-DNA im modifizierten Bereich sequenziert wird. 

Die Genexpression der Zielproteine kann bei vielen Plasmiden, zum Beispiel Pbtaq, durch IPTG induziert werdra. Bei 
der Herstellung vieler verschiedener Varianten ist es sinnvoU, ein universelles Aufreinigungsverfahren zu etablieren. 
5 Hierfiir ist die Affinitatschromatographie an Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic add) Agarose gut geeignet, die nach dem 
Annigen eines His-Taqs an das Protein, zum Beispiel durch PGR, verwendet werden kann. Die Proteinkonzentrationen 
kbnnen mit dem Protein Assay ESL (Boehringer Mannheim) bestimmt werden und kontaminierende Nebenaktivitaten 
der Praparationen wie fiir die kommerziell erhaltliche Taq Polymerase (Boehringer Mannheim) beschriebenen. Zur wei- 
teren Charakterisierung der Varianten werden Polymerase-, Exonukleaseaktivitats- und Thermostabilitatstests durchge- 

10 fuhrt, sowie das jeweilige Temperaturoptimum bestimmt. Die Polymeraseaktivitaten der Chimaren konnen in nichtradio- 
aktiven Testsystemen, zum Beispiel durch Bestimmung, der Einbaurate von Dig-dUTP in DN*ase aktivierte Kalbsthy- 
mus-DNA, oder in radioaktiven Testsystemen, zum Beispiel durch Bestimmung der Einbaurate von a-[''^]dCrP in Ml 3 
mp9 ss-DNA, ermittelt werden. Zur Bestimmung der Temperaturoptima der Polymeraseaktivitat der Chimaren wird die 
PolymerasereakUon bei unterschiedlichen Ibmperaturen durchgefuhrt und es werden die Spezifischen Aktivitaten be- 

15 rechnet, Zur Bestimmung der Thermostabilitaten werden die Restaktivitaten, d. h. Prozent der Ausgangsaktivitat ohne 
Hitzebehandlung, nach Hitzebehandlung ermittelL Die 3'-5'-Exonukleaseaktivitat kann durch den Abbau eines 5'-Dig- 
markierten Primers, der an einen DNA-Matrizenstrang aimealt, von seinem 3*-Ende her, gezeigt werden. Die Korrektur 
von 3'-mismatched Primem und deren Verlangerung (proof-reading) kann gezeigt werden, indem falschgepaarte (mis- 
matched) 5'-Dig-markierte Primer, die in der Erkennungssequenz eines Restriktionsenzymes (z. B, Eco RI) a,n einen 

20 Matrizenstrang annealen, verlangert werden. Nur bei einer Korrektur der Fehlpaarung durch das Enzym, ist eine Spal- 
tung mit dem Restriktionsenzym moglich. Die Prozessivitat kann durch Einsatz der \Manten in der PGR untersucht wer- 
den. Ist das Enzym nicht thermostabil genug fur den Einsatz in der PGR, so kann eine PGR beim Ibmperaturoptimum als 
Verlangerungstemperatur unter sukzessiver Enzymzugabe durchgefuhrt werden. Die Exonucleaseaktivitat der Ghimaren 
kann in einem radioaktiven Testsystem bestinunt werden. Dazu wurde ein bestinamte Menge der Ghimaren-Polymerasen 

25 (i.d. Regel 2.5 U) bei unterschiedlichen Tfcmperaturen fiir 4 Stunden mit markierter DNA (5 pg [''H] DNA in den jewei- 
ligen TestpufFem) inkubiert. Gegebenenfalls wurden dNTPs in unterschiedlichen Konzentradonen zugesetzt (0-^.2 
mM). Nach Abstoppen der Reaktion wird die Freisetzung an radioaktiv markierten Nukleodden besdmmt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist desweiteren die DNA-Sequenz der oben beschriebenen Polymerasenchi- 
maren. Insbesondere sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung die DNA-Sequenzen der SEQ.ID.No.: 1-6. Gegen- 

30 stand der vorliegenden Erfindung sind desweiteren die Aminosauresequenzen der oben beschriebenen Polymerase-Ghi- 
mare. Insbesondere sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Aminosauresequenzen der SEQ.ID.No: 7-12. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind die Vektoren, die die obengenannten DNA Sequenzen ent- 
halten. Ein bevorzugter Vektor ist pBTbq (Plasmid Pbtaq4_oligo 67 (ViUbrandt (1995), Dissertation, TU Braun- 
schweig)). Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind die E. coli Stamme, insbesondere der Stamm Escherichia coli 

35 XLl-Blue, die den Vektor, der das Polymerase-Ghimare-Gen tragt, enthalten. Folgende Stamme wurden bei der DSM 
hinterlegt, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg lb, D-38124 Braun- 
schweig: 

- E, coU XLl Blue x pBI^EclrTaqEcl DSM No. 12 053 

40 - E. coli XLl Blue x pBT^qTnel : TaqTnel DSM No. 12 050 

- E. coU XLl Blue x pBTaqTne2: TaqTne2 DSM No. 12 051 

- E. coU XLl Blue x pBT^Pful: T^Pful DSMNo. 12 052. 

Die erfindungsgemaBen Polymerasenchimaren eignen sich insbesondere fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten, 
45 z. B. fur die Polymerase- Ketten-Reakdon. Eine weitere Anwendung ist beispielsweise die Sequenzierung von DNA- 
Fragmenten. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit zur Amplifikation von DNA-Fragmenten, der eine er- 
findungsgemaBe Polymerasenchimare enthalt. 

50 Kurze Beschreibung der Abbildungen 

Abb, 1: 

DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase (M1-P291) E. coU DNA Polymerase (Y327-H519) Tkq DNA Polymerase 
(E424-E832): Punktmutation A643G; Ile455Val SEQ, ID No.: 1; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID 
55 No.: 7. . 
Abb. 2: 

DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase (M1-P291) E. coli DNA Polymerase (Y327-G544) Tkq DNA Polymerase 
(V449-E832); SEQ ID, No,: 2; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID No,: 8. 
Abb. 3: 

60 DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase (M1-P29 1) Tne DNA Polymerase (P295-E485) Ikj DNA Polymerase (E424- 
E832); stille Mutation A1449C SEQ ID No.: 3; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID No.: 9. 
Abb. 4: 

DNA-SequCTiz der Taq DNA Polymerase (M1-P291) Tne DNA Polymerase (P295-GS10) Tkq DNA Polymerase (V449- 
E832); sdlle Mutation G1767T SEQ ID No.: 4; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID No.: 10. 
65 Abb. 5: 

DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (H103-S334) 1^ DNA Polymerase (E424- 
E832); SEQ 10 No.: 5; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID No.: 11. 
Abb, 6: 
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DNA-Sequenz der Tbq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V100-F389) Tbq DNA Polymerase (V449- 
E832); SEQ ID No.: 6; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID No.: 12. 
Abb. 7: 

Aufreinigung der Domanenaustauschvariante TkqEcl an Ni-NTA-Agarose Analyse auf elnem mit Coomassieblau ange- 
farbten 8%igen Poly aery lamidgel. 5 

Bahnen 1. 8: Proteinmolekulargewichtsmarker Broad Range (200 kDa, 116^ kDa, 97,4 kDa, 66,2 kDa, 45 kDa, 31 
kDa) 

Bahn 2: losUche Proteine. 

Bahn 3: Saulendurchlauf to 
Bahn 4: Waschtraktion Puffer B 
Bahn 5: Waschfraktion Pufifer A 
Bahnen 6, 7: Elual&aktionen Pufifer C 
I^roteinausbeute (OD220) etwa 7 mg. 

IS 

Abb. 8: 

Bestimmung der Proteinreinheit: SDS-PAGE,Phast-System (10-15%): SilberfarbungMW: • 
Proteinmolekulargewichtsmarker; NHis-TaqPol: Taq DNA Polymerase mit N-terminalem His-Taq; TaqEcl, TaqTnel; 
TaqTne2: Domanenaustauschvarianten. 

Abb. 9: 20 
Spezifische Aktivitaten der Domanenaustauschvarianten bei verschiedenen Temperaturen. . - 

Abb. 10: 

Test der Domanenaustauschvarianten in der PCR unter sukzessiver Enzymzugabe, Extension bei 72°C. 

Lambda-DNA (links): GroBe der Zielsequenz = 500 bp, ' 25 

Plasmid pa (rechts): GroBe der Zielsequenz = 250 bp 

Bahn 1: Taq DNA Polymerase (Fa. BM), 100 ng, 5 Units 

Bahn 2: Domanenaustauschvariante T^qEcl, 500 ng, 1,25 Units/Zyklus 

Bahn 3: Domanenaustauschvariante TaqTnel. 50 ng, 3,6 Units/Zyklus 

Bahn 4: Domanenaustauschvariante 'I^qTne2, 50 ng, 3,5 Units/Zyklus 30 
m: DNA-Langenstandaid m (Fa. BM) 
VI: DNA-Langenstandard VI (Fa. BM). 

Ergebnis: Beim Einsatz der Domanenaustauschvariante TaqTne2 entstanden PCR-Produkte der richtigen GroBe. 

Abb. 11: 35 

Test der Domanenaustauschvarianten in der PGR unter sukzessiver Enzymzugabe, Extension bei 55°C. ' 

Lambda-DNA (links): GroBe der Zielsequenz = 500 bp 
Plasmid pa (rechts): GroBe der Zielsequenz = 250 bp 

Bahn 1: Domanenaustauschvariante IkqEcl, 500 ng, 6 Units/Zyklus ^ ' 40 

Bahn 2: Domanenaustauschvariante TkqTnel, 50 ng, 7,5 Units^yklus 
m: DNA-LSngenstandard m (Fa. BM) 
VI: DNA-Langenstandard VI (Fa BM). 

Ergebnis: Beim Einsatz der Domanenaustauschvariante TaqEcl entstanden PCR-Produkte der richtigen GroBe. 45 
Abb. 12: 

3-5 -Exonuklease-Test Variante TaqEcl, Inkubation bei 72*^0, Primer PI. 
Abb. 13: 

3-5 -Exonuklease-Test - Variante TaqEcl , Inkubation bei 50°C, Primer PI (links). Primer P2 (rechts); 

Abb. 14: 50 

Konektur von 3 -mismatched Primem und denen Verlangerung - Variante TaqEcl (3'-mismatch primer correction assay) 

(-): ohne Restriktionsenzymverdau 

(+): Restriktionsenzymverdau mit Eco RI. 

55 

Abb. 15: 

Schematische Darstellung 

Abbau von Primem am 3'-Ende (3-5' exonuclease assay) und Korrektur von 3 -mismatched Primem und deren \ferlan- 
gerung (3 -mismatch primer correction assay). 

Abb. 16: 60 

Schematische Darstellung: Vereinfachtes Ablaufschema, Abbau von Primem am 3 -Ende und Korrektur von 3'-mismat- 
ched Primem und Verlangerung. 

65 
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Beispiel 1 

Konstruktion und Klonierung 

5 Etablierung eines universellen Aufireinigungsverfahrens 

Zur Vereinheitlichung des Aufreinigungspiotokolls der Domanenaustauschvarianten wurde die AfiBnitatschromato- 
graphie an Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid) Agarose verwendet. Dazu war es notwendig, vor der Herstellung der 
Proteinvarianten, ein His-Taq an die/in die Taq DNA Polymerase an/-einzufligen. Geplant und hergestellt wurden zwei 
10 verschiedene His-I^- Varianten im Plasmid Pbtaq4_oligo67 (Boehringer Mannheim). Die Variante NHis-T^Pol enthalt 
ein N-terminales His-Taq, eine Eaterokinasespaltstelle, um das His-'Taq gegebenenfalis abzuspalten und ein £pitop zum 
Nachweis der His-T^-Proteine mit Antikorpem (Quiagen). Sie wurde durch PCR von der EcoRI-Site bis zur Pstl-Site 
hergestellt, Bei der N-termirialen Proteinsequenzierung konnten von der Variante NHis-T^Pol die zwanzig N-termina- 
len Aminosauren als richtig bestatigt werden. 



Sequenz: NHis-TaqPol 

mrirm mm TflfjPnl 

5' c MV TTn ATC ftftt flnn nOS CAT CAC CAT CAC CAT C»C GOT OCT GAC GAT GAC C»T MA ATO AOG OGC 
3' 

MB>h at^ my Bftf TT4« tt4w TT-t « Win TTia H<« Ala Ala ftsp Aflp flflp ftflp Tiyfl MPft: hxg Gly 



SEQ ID No.: 13: 5' G AA TTC ATG AGO GGC TCG CAT CAC C AT C AC CAT CAC GCT 
30 GCTGACGATGACGATAAAATGAGGGGC3' 



SEQ ID No,: 14: Arg Gly Ser His His EQs His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp Lys Met 
ArgGly 



Die Variante SDHis-T^Pol enthalt ein His-Taq in einem flexiblen Loop der 5* Nukleasedomane, zwischen Glydn 79 
und Glycin 80 der Taq DNA Polymerase und wurde durch PCR-Mutagenese, von der EcoRI-Site bis zur Pstl-Site, her- 
40 gestellt 

Sequenz: 5DHis-TaqPol 

SEQ ID No.: 15 
SEQ ID No.: 16 



GAG GCC TAG GGG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GGG TAC AAG GCG 3' 
Glu Ala Tyr Gly His His His His His His Gly Tyr Lys Ala 



Die Korrektheit der Plasmid-DNA im jeweils modifizierten Bereich der beiden neuen Gene wurde durch DNA-Se- - 
quenzierung bestatigt Beide modifizierten Gene wurden unter gleichen Bedingungen und in gleicher Hohe wie das Aus-- 
55 gangsprotein ohne His-Taq exprimiert, konnten gut tiber Ni-NTA- Agarose aufgereinigl werden und verhielten sich in der 
Standard-PCR wie die Taq Polymerase ohne His-lkq. Fiir die Aufineinigung der Domanenaustauschvarianten wurde das 
N-terminale His-Taq verwendet. 



Aminosauresequenzalignments 
Zur Planung der Domanenaustauschvarianten wurden folgende Aminosauresequerzalignmenls erslcllt: 

1 . Tne-, E. coli I- und 1^ DNA Polymerase 

2. Pfu-, E. coli I- und Taq DNA Polymerase 

3. Multiple Aminosauresequenzalignments von DNA Polymerasen. 

Die Alignments wurden bezogen auf einzelne MolekUlbereiche (DomSnen) mit dem Programm GCG erstellt und un- 
ter Beriicksichtigung bekannter Sekundarstrukturen, Motive und essentieller Aminosauren und unter \ferwendung des 
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strukturbasierten Sequenzalignments der Sequenzen der 3-5* Exonukleasedomane des Klenow Fragmentes mit der ent- 
sprechenden Domane der Taq DNA Polymerase (Abb, 2d in Kim et al. (1995) Nature 376; 612-616) zu dem vollstandi- 
gen Sequenzalignments zusammengefugC 

Zur Auswahl der Ausgangsstruktur des Klenow Fragmentes fur das HomologiemodeUing wurden die damals zugang- 
lichen Strukturen der E. coli DNA Polymerase I mit dem Programm Bragi im RMS-Fit veiglichen: 5 
Klenow Fragment - dCMP Komplex (PDB-code: 1dpi), 2,8 A (1987). Klenow Fragment - dCTP-Komplex (PDB-code: 
Ikfd) 3,9 A (1993) und Klenow Fragment, D355A - DNA-Komplex (PDB-code: Ikln) 3,2 A (1994). 

Ausgewahlt wurde die Stniktur Klenow Fragment (PDB-code: Ikln). In den zwei Bereichen, in den Koordinaten fehl- 
ten, wurden zwei Loops eingebaut (Programm Bragi) und enetgieminimiert (Programm Amber). Die Gute der Protein- 
struktur wurde iiberpruft (Programm Procheck). lO 

Erstellung von 3D-Modellen 

Fur dem Molekiilbereich der Taq DNA Polymerase, der die Aminosauren 292-832 umfaBt, wurde ein ^D-Modell in 
Homologie zur Struktur des Klenow Fragmentes (PDB-code: Ikln) mit dem Programm Bragi erstellt Die Modellierung 15 
umfaSte Aminos aureaustausche, Einfuhrung von Insertionen und Deledonen, Energieminierung der neuen Loopbereiche 
und Eneigieminimierung des gesamten MolekUls (Programm Amber). 

Die Struktur der Taq DNA Polymerase war zum Zeitpunkt der Modellierungaibeiten schon veroffentlicht, jedoch noch 
nicht in der Proteindatenbank zuganglich. Zur Erstellung eines Modells der Zwischendomane der 'Kiq DNA Polymerase, 
die der 3'-5 Exonukleasedomane des Klenow Fragmentes entspricht (Aminosauren 292-423) wurde ein Stereobild (Abb. 20 
2c in Kim et al. (1995) Nature 376, 612-616) eingescanned, die (3a- Koordinaten am Bildschirm (jeweilsix- und y- Ko- 
ordinaten fiir das linke und rechte Bild) gepickt (Programm Magick, (John Cristy, E. I. du Pont De Nemours and Com- 
pany Incorporated)), die z-Koordinaten berechnet (Programm Stereo, (Collaborative Computational Project, Number 4 
(1994) Acta Cryst D50, 76}-763)), die Proteinhauptkette unter Erzeugung eines poly-Alanins rekonstruiert (Programm 
O), Aminosaureaustausche durchgefuhrt (Programm Bragi) und eine Energieminimierung des gesamten MolekUls 25 
durchgefiihrt (Programm Amber). Das ModeU der Aminosaurereste 292-423 (s, o.) wurde an das ModeU der Polyrnera- 
seddmane (Aminosauren 424-832) (s. o.) unter Beriicksichtigung der Strukturalignments der 1^ DNA Polymerase mit 
dem Klenow Fragment (Abb. 2b und 2c in Kim et al. (1995) Nature 376, 612-616) angefiigt. Die gesamte Modellstruk- 
tur wurde energieminimiert (Programm Amber) und die Giite der Modellstruktur Uberpruft (Programm Procheck, (Las- 
kowski. R., A., et al, (1993) J. Appl. Cryst 26, 283-291)). 30 

Von der Tne DNA Polymerase (Reste 297-893) wurde ein 3D-Modell in Homologie zur Struktur des Klenow Frag- 
mentes (PDB-code: Ikln) ersteUt. Die Modellierung umfafite Aminosaureaustausche, Einfuhrung von Insertionen und 
Deletionen (Programm Bragi), Energieminimierung der neuen Loopbereiche, Energieminimierung des gesamten Mole- 
kUls (Progranmi Amber) und tjberprUfiing der Gute der Modellstruktur (Programm Procheck). 

Es wurden 20 Proteinvarianten geplant. 35 

Bei Verwendung der F. coli poU und der Tne Polymerase anhand der erstellten 3D-StrukturmodeUe, bei Verwendung 
der Pfu Polymerase anhand der erstellten Aminos aurealign men ts. 

Gentechnische Herstellung oder Domanenaustauschvarianten 

40 

Das N-terminale His-Taq wurde durch PCR eingefugt und die Domanenaustauschvarianten wtirden nach der modifi- 
zierten SOE-Methode (Horton et al. (1987) Gene 77, 61-68), dargestellt im Schema, mit Hilfe chemisch synthetisierter 
Oligodesoxynukleotide hergestellL 

Die jeweiligen DNA-Fragmente wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt, mit dem QiAquick Gel Extraction Kit 
(Firma (Jiagen) nach dem mitgeUeferten ProtokoU isoliert und bei den PCR-Reaktionen I bis IV in der nachfolgenden 45 
PCR-Reaktion eingesetzt oder bei der PCR-Reaktion V mit den beiden Restriktionsenzymen, deren Erkenhungssequenz 
sich in den flankierenden Primern befanden (Eco RI und Pst I) nachgeschnitten. Die Ligation von DNA-Fragmenten und 
die Herstellung und Transformation von kompetenten XLl-Blue E. coli-Zellen durch Elektroporation erfolgte wie von 
\^brandt (1995, Dissertation, TU Braunschweig) beschrieben, Es wurden einige Klone gepickt und deren Plasmid- 
DNA mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit (Hrma (Jiagen) nach dem mitgeUeferten Protokoll isoliert Mikrobiologische 50 
Arbeitstechniken und die Rezepturen zur Herstellung von FlUssig- bzw. Plattenmedien sowie das Anlegen von Glyzerin- 
kulturen wurden, wie im Handbuch von Sambrook et al., (1989, Molecular cloning - a laboratory manual. Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York) beschrieben, durchgefuhrt Die Domanenaustauschvarianten konn- 
ten in gleicher Hohe wie das Ausgangsprotein expiimiert werden. 

55 

Beispiel 2 

Au&einigung (fur eine Chimare) 

Aufreinigung der Domanenaustauschvarianten 60 

AUe Domanenaustauschvarianten wurden nach dem gleichen Protokoll aus Escherichiacoli XL 1 -Blue isoliert. Die 
Fermentation erfolgte im l-Liter-MaBstab in LB-Mediimi/100 mg/ml Ampicillin/12,5 mg/ml Tetracyclin/1 mM IFTG 
bei 37°C fur 16 Stunden. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in 20 nd LysispufFer (50 mM TOs-HCL, pH, 8,5, 10 mM 2- 
Mercaptoethanol, 1 mM PMSF) aufgenommen, bei -70**C fUr mindestens 16 Stunden eingefroren und 10 Minuten mit 65 
UltraschaU behandelt Die ZeUtrtimmer wurden abzentrifugiert und der steril&ltnerte tJberstand auf eine Ni-NIA (nik- 
kel-nitrilotriacetic add)-Agarose-Saule (CJiagen) mit einem SSulenvolumen von 3,5 ml (r = 0,65 cm, h = 2,7 cm) aufge- 
tragen. Es wurde mit 40 ml Puffer A (20 mM Tris-HCL, pH 8.5, 100 mM KCl, 20 mM Imidazol, 10 mM 2-Mercaptoet- 
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hanol, 10% (v/v) Glyzerin), anschUeBend mil 10 ml Puffer B (20 mM TVis-HCL. pH 8,5, 1 M KCl, 20 mM Imidazol, 10 
mM 2-Mercaptoethanol, 10% (v/v) Glyzerin) und nochmals mil 10 ml Puffer A gewaschen. Die Elution erfolgte mil 
15 ml PufferC (20 mM Tris-HCL, pH 8^, 100 mM KQ, 100 mM Imidazol, 10 mM 2-Mercaptoethanol, 10% (v/v) Gly- 
zerin). Die RuBrate betrug 0,5 ml/Minute und die FraktionsgrdBe 10 ml bei den Waschfraktionen und 1 ml bei den Elu- 
5 tionfraktionen. Die vereinigten Fraktionen warden gegen Lagerpuffer (20 mM TVis-HCl pH 8.6, 100 mM KCl, 0.1 mM 
EDTA, 1 mM DTT, 0.5% Tween 20, 50% Glyzerin) dialysiert und 200 pg/ml Gelatine sowie Nonidet P40 in einer End- 
konzentralion von 0,5% zugesetzL Die Proteinlosungen warden bei -20**C aufbewahrL Die Analyse der Aafreinigung 
der Domanenaustauschvariante TaqEcl an Ni-NTA-Agarose wird in Abb, 7 gezeigt 

10 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Proteinkonzentradonen wurden durch Messung der OD280 und mit dem Protein Assay ESL (Boehringer Mann- 
heim) bestimmt Abb. 8 zeigt die Bestimmung der Proteinreinheit: SDS-PAGE, Phast-Syslem (10-15%): Silberfarbung. 

15 Beispiel 3 

Temperaturoptimum der Polymeraseaktivitat der Chimaren 

Die Polymeraseaktivitaten der Chimaren wurden in einem nicht-radioaktiven Testsystem bestimmt. Zum Abgleich der 

20 Werte wurde ein radioakti ves Tfestsystem verwendet, Beim nich t-radioakti ven Tfestsy stem wurde die Einbaurate von Dig- 
dUTP in DNPase aktivierte Kalbsthymus-DNA bestimmt. Bin 50 pi Testmix enthielt 5 pi Puffermix (500 mM Tris-HCl. 
150 mM (NH4)2S04, 100 mM KCL, 70 mM MgCl2, 100 mM 2-Mercaptoethanol, pH 8,5), je 100 pM dATP. dCTP, 
dGTP, dTTP, 36 nM Dig-dUTP (Boehringer Mannheim), 12 pg Kalbsthymus-DNA (DN'ase aktiviert), 10 pg Rinderse- 
rumalbumin und 2 pi chimares Enzym, oder 0,02 Units 1^ Polymerase, (Boehringer Mannheim) als Referenz in Ver- 

25 dunnungspuffer.(20 nnM TVis-HCl, pH 8,0, 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 200 pg/ml Gelatine, 0^% Tween . 
20, 0,5% Nonidet P40, 50% Glyzerin). Die Inkubation der Reaktionsansatze erfolgte fur 30 Minuten bei verschiedenen 
Temperaturen. Die Reaktionen wurden aaf Eis abgestoppt. Je 5 pi der Reaktionsansatze warden in weiBe membranbe- 
schichtete Mikrotiteiplatten (Pall BioSupport, SM04SBWP) pipettiert und 10 Minuten bei 70°C gebacken. Die Mem- 
bran der Mikrotiterplatte wurde unter Verwendung der zugehorigen Absaugwanne (Pall BioSupport wie folgt behandelt* 

30 1 00 pi Puffer 1(1 %iges Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim) in 0, 1 M Maleinsaure, 0, 1 5 M NaCl, pH 7,5) auftra- 
gen, zwei Minuten inkubieren, durchsaugen, einmal wiederholen; 1(X) pi Puffer 2 (1 : 10 000 verdiinnter Anti-Dig-AP- 
Fab-Fragment Antikorpem (Boehringer Mannheim) in Puffer 1) auftragen, zwei Minuten inkubieren, durchsaugen, ein- 
mal wiederholen; 200 pi Puffer 3 (Puffer 1 mit 0,3% Tween 20) unter Vakuum auftragen, einmal wiederholen; 200 pi 
Puffer4(0,lMTris-HCL,0,lMNaCl, 50 mM MgCl2, pH 9,5) unter Vakuum auftragen; 50 pi Puffer 5 (1 : lOOverdunn-' 

35 tes CSPD (Boehringer Mannheim) in Puffer 4) auftragen, fUnf Minuten inkubieren, durchsaugen. Die Proben wurden im 
Luminometer (Microlumar LB 96P, Berthold oder Wallac Micro Beta Trilux) vermessen. 

Beim radioaktiven Testsystem wurde die Einbaurate von a-p^JdCTP in 1 pg Ml 3 mp9 ss-DNA bestimmt Ein 50 pi 
Testmix enthieU 5 pi Puffermix (670 mM TVis-HCl, 59 mM MgCl2, 100 mM 2-Mercaptoethanol, 2% Tfesit, 2 mg/ml Ge- 
latine, pH 8.8), je 10 pM dATP, dGTP, dTTP, 5 pM CTP, 0,1 pCi [a-^^PJdCTP, 1 pg M13 mp 9 ss-DNA annealed mit 

40 0,3 pg M13-Primer und 1 pi chimares Enzym, oder 0.01 Units 1^ Polymerase (Boehringer Mannheim); als Referenz in 
Verdunnungspuffer (20 mM IVis-HCl; pH 8,0, 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA., 1 mM DTT, 200 pg/ml Gelatine, 0,5% 
Tween 20, 0,5% Nonidet P40. 50% Glyzerin). Zur Herstellung der DNA-Primermischung wurden 277,2 pg M13 mp9 ss- 
DNA (Boehringer Mannheim) und 156 pg M13-Sequenzierprimer (17 mer) fur 30 Minuten auf 55°C erhitzt und 30 Mi- 
nuten bei Raumtemperatur abgekuhlt. Die Inkubation der Reaktionsansatze erfolgte fUr 30 Minuten bei 65**C. Die Reak- 

45 tionen wurden auf Eis abgestoppt. Je 25 pi der ReaktionslSsungen wurden entnonunen und in 250 pi 10% TOchloressig- 
saure (TCA)/0,01 M Natriurapyrophosphat (PPi) pipettiert, durchmischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Proben 
wurden iiber vorgewasserten GFC-Filtem (Whatman) abgesaugt, die ReaktionsgefaBe mit 5% tCA/PPi ausgewaschen 
und die Filter mindestens dreimal mit derselben Losung gewaschen. Nach den TVocknen wurden die Filter in 5 ml Szin- 
lillationsflussigkeit im p-Counter vermessen. Die Enzymproben wurden in Enzym verdunnungspuffer verdiinnt. Von den 

50 Verdiinnungen wurde jeweils 1 pi eingesetzL Es wurden Doppel- oder Dreifachbestimmungen voigenommen. Als Refe- 
renz wurde die Taq DNA Polymerase der Firma Boehringer Mannheim verwendet 

Eine Einheit (Unit) ist definiert als die Enzymmenge, die notwendig ist, um 10 nM Deoxyribonukleotidtriphosphat in 
saurefallbare DNA bei 65**C in 30 Minuten einzubauen. Zur Ermittiung der Standardwerte wurden je 2 pi der Gesamt- 
mischung auf einen trockenen Filter pipettiert und getrocknet. Der Null- Wert wurde ermittelt, indem Proben ohne Enzym 

55 mitinkubiert und identisch gewaschen wurden. 

Die Bestimmung der Temperaturoptima erfolgte mit dem nicht-radioaktiven DNA Polymerasetest bei verschiedenen 
Temperaturen. 
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Spezifische Aktivitaten bei verschiedenen Ibmperaturen 



Enzym 


25 


37 


Temperatur ["C] 
50 


60 


72 


80 


TaqPol (BM) 


0,0 


0,0 


5764,4 


8489,1 


50000,0 


57986,1 


NBis-TaqPol 


0,0 


0,0 


5616,1 


12165,2 


60843,7 


74784,4 


TaqEcl 


704,9 


10353.4 


50066,5 


41034,4 


2677,5 


1016,2 


TaqTnel 


0,0 


2559,4 


15967,0 


18900,4 


1100,0 


0,0 


TaqTne2 


747,2 


5180,2 


23549,6 


30627,3 


64139,1 


28727,4 
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Belspiel 4 

Temperaturstabilitat der Polymeraseaktivitat der Chimaren 

Die Bestimmung der Thermostabilitat erfolgte duich Erhitzen der Reaktionsansatze auf SO^'C und 95°C fiir jeweils 
eine, diei oder sechs Mlnuten mit anschlieBender Bestimmung der Restaktivitatea mit dem nicht-radioaktiven DNA Po- 
lymerasetest (siehe Abb. 9). . 

TabeUe 





IMin 


3Min 


■6Min 


IMin 


3Min 


6Min 


Enzym 


SO°C 


80°C 


SO'-C 


95'C 




SS'C 


TaqPol 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


NHis-TaqPol 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


TaqEcl 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


TaqTnel 


16 


• 0 


0 


0 


0 


0 


Taqtne2; ' 


100 


100 


100 


92 


.6 


0 
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Restaktivitaten [Prozent der Ausgangsakti vitat ohne Hitzebehandlung] bei 72°C der Thq DNA Polymerase (TaqPol), der 
Taq DNA Polymerase mit Hislki (HHis-I^Pol) und der drei Domanenaustauschvarianten (T^Ecl, T^Tnel, 

TaqTne2) nach der Hitzebehandlung (Einbau von Dig-dUTP in DN'ase aktivierte Kalbsthymus-DNA) 30 
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BeispielS 45 

PCR unter sukzessiver Enzymzugabe 

Die Polymerasenchimaren wurden in der PCR unter sukzessiver Enzymzugabe getestet. Die Extension erfolgte bei 
72**C (Abb. 10) und bei 55**C (Abb. 11). Der Reaktionansatze mit einem Reaktionsvolumen von 1(X) pi enthielten je- 50 
weils 1 ng Lambda-DNA oder pa-Plasmid-DNA (Fa. BM). je 1 \M Primer (25-mer), je 200 \jM jedes dNTPs und Stan- 
dard-PCR-Puffer mit MgCh (Boehringer Mannheim). Die Reaktionsbedingungen waren: 

Fiir Extension bei 72<*C: 1 Minute 94°C/30 Sekunden 50°C/1 Minute 72°C//125 Zyklen. 2 Minuten 94°C vor und 7 Mi- 
nuten 72°C nach der PCR-Raktion. Die Zugabe von 0,5 >il der Domanenaustauschvarianten pro Zyklus erfolgte jeweils 
bei SO'^C. 55 
Fiir Extension bei 55**C: 1 Minute 95°C/30 Sekunden SO'^C/l Minute 55**C//25 Zyklen, 2 Minuten 95**C vor und 7 Mi- 
nuten 55°C nach der PCR-Raktion. Die Zugabe von 0,5 \il der Domanenaustauschvarianten pro Zyklus erfolgte jeweils 
bei 50^C. 

Beispiel 6 60 

3-5' Exonuklease-Test - Variante TaqEcl 

Die Proben wurden mit einem 5 -Dig-markierten Primer, der an einen DNA-Matrizenstrang annealt, in Abwesenheit 
von Nukleotiden inkubiert. Ein 10 pi Testmix enthielt 1 jil Puffer (100 mM TVis-HCL, 15 mM MgCli, 500 mM KCl, 6S 
0,1 mg/ml Gelatine, pH 8,3), 1 pi Enzym T^Ecl (500 Einheiten/pl), 1 pMol Matrizenstrang (50mer, siehe Schema) und 
je 500 fMol 5 -Dig-mariderten Primer PI (matched, 23mer, siehe Schema) oder P2 (mismatched, 23mer, siehe Schema). 
Die Inkubation der Reaktionsansatze erfolgte bei 50°C mit unterschiedlicher Inkubationsdauer. Die DNA-Fragmente 
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wurden auf einem I2,5%igen Acrylamidgel (SequaGel-Kit, Firma Medco) aufgetrennt und durch Kontaktblot auf eine 
Nylonmembran (Boehringer Mannheim) iibertragen. Die Nylonmembran wurde wie folgt behandelt: 100 ml Puffer 1 
(l%iges Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim) in 0,1 M Maleinsaure, 0,15 MNaQ, pH 7,5), 30Minuten Inkuba- 
tion; 100 ml Puffer 2 (1 : 10 000 verdUnnter Anti-Dig-AP-Fab:Fragment Antikorper (Boehringer Mannheim) in Puffer 
5 1), 30 Minuten Inkubation; je 135 ml Puffer 3 (Puffer 1 mit 0.3% Tween 20), dreimal fOr 30Minuten waschen; 50 ml 
Puffer 4 (0,1 M Tris-HCL, 0,1 M NaO. 50 mM MgCli, pH 9,5), 5 Minuten Inkubation; 50 ml Puffer 5 (1 : 1000 verdUnn- 
tes CPD-Star (Boehringer Mannheim) in Puffer 4), 5 Minuten Inkubation. Die Nylonmembran wurde auf Watman-Pa- 
pier getrocknet und zur Chemilumineszenz-Detektion fUr 30 bis 60 Minuten auf einem Chemilumineszenzfihn (Boehrin- 
ger Mannheim) exponiert. Beim Vorhandensein einer 3-5 Exonuklease wird der Abbau des Primer am 3 -Ende sichtbar 
10 (siehe Abbildungen). Als NegativkontroUe wurde die Ikq Polymerase mit HisT^ (NHis-TaqPol), und als Positivkon- 
troUe die UlTma DNA Polymerase verwendet. Bei beiden KontroUcnzymen erfolgte die Inkubation der Reaktionsan- 
satze bei 72**C. Fur die UlTma DNA Polymerase wuide der vom Hersteller angegebene Reaktionspuffer verwendet 
Abb. 12 und 13 zeigen, den S'-S'-Exonuklease-Tfest-Variante TaqEcl. 

15 Beispiel 7 

Korrektur von 3'-mismatched Primem und deren Verlangerung - Variante TkqEcl (3 -mismatch primer correction assay) 

Dig-markierte Primer, die an etnen Matrizenstrang (50 mer, siehe Schema) annealen wurden in vier verschiedenen Ex- 
20 perimenten veriangert. Primer waren ein matched Primer (PI, 23 mer, siehe Schema) und zwei verschiedene mismatched 
Primer Primer (P2, P3, 23 mere, siehe Schema), die in der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Eco RI annealen. 
Bin 20 III Testmix enthielt 1 pi Puffer (100 mM Tris-HCL, 15 mM MgCl2, 500 mM KQ, 0.1 mg/ml Gelatine, pH 8,3), 
1 pi Enzym TaqEcl (500 Einheiten/jil). je 10 pM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 1 pMol Matrizenstrang und je 500 fMol 5 - 
Dig-markierten Primer PI (matched) oder P2 (mismatched) oder P3 (mismatched). Die Reaktionsansatze wurden fur 
25 60 Minuten bei 50°C inkubiert und danach fur 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Je 10 jjI wurden entnommen und mit je 10 
Einheiten Eco RI fiir 30 Minuten bei 37**C gespalten. Die DNA-Fragmente wurden auf einem 12,5%igen, Acrylamidgel 
(SequaGel-Kit, Firma Medco) aufgetrennt und durch Kontaktblot auf eine Nylonmembran (Boehringer Mannheim) 
Ubertragen. Die Nylonmembran wurde wie oben beschrieben behandelt und fiir 30 bis 60 Minuten auf einem Ghemilu- 
mineszenzfilm (Boehringer Mannheim) exponiert. Bei der Verwendung des matched Primer resultiert der \^rdau mit 
30 Eco RI in einem 28 bp und einem 18 bp Fragment Die mismatched Primer liefem dieses Eigebnis nur dann, wenn mis- 
matched Nukleotide durch matched Nukleotide ersetzt werden (siehe Abb, 14). 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALIiGEMEINE ANGABKN: 

(i) ANMELDER: s 

(A) NAME: Boehringer Maxmheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof erstr , 116 

(C) ORT: Mannheim. 

(E) IiAND: DE 10 

(F) POSTLEITZAHIi: 68305 

(G) TELEFON: 06217595482 

(H) TELEFAX: 06217594457 



(11). BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Polymerasenciiimaeren 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 14 

(iv) COMPUTER-LESBARE PASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC-DOS/MS-DOS 

-(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 



15 



25 



30 



( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) IjANGE: 2733 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 35 

(D) TOPOLOGIE: linear 



40 



(ii) ART DES MOIiEKDIiS: GenOTO-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 60 

ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC ■ 120 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 180 

GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 240 50 

GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 300 

GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 55 

GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGOGGACGA CGTCCTGGCC 420 

60 
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10 



15 



30 



35 



40 



45 



50 



AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 

GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 

CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 



GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 

CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 

^ GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTACX5TCA CCATCCTTGA TGAAGAAACA 960 
CTGAAAGCGT GGATTGCGAA GCTGGAAAAA GCGCXXSSTAT TTGCATTTGA TACCGAAACC ^ 1020 

25 GACAGCCTTG ATAACATCTC TGCTAACCTG GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAGGC 1080 

GTAGCGGCAT ATATTCCGGT TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCCGATCA AATCTCTCGC 1140 

GAGCGTGCAC TCGAGTTGCT AAAACCX3CTG CTGGAT^ATG AAAAGGCGCT GAAGGTCGGG 1200 

CAAAACCTGA AATACGATCG CGGTATTCTG GCGAACTACG GCATTGAACT GCGTGGGATT 1260 

GCGTTTGATA CCATGCTGGA GTCCTACATT CTCAATAGCG TTGCCGGGCG TCACGATATG 1320 

QACAGCCTCO CGOAACQTTG QTTQAAQCAC AAAACXZATCA CTTTTGAAGA GATTGCTGGT 1380 

AAAGGCAAAA ATCAACTOAC CTTTAACCAG ATTGCCCTCG AACaAGCCGG ACGTTACX3CC 1440 

GCCGAAGATG CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTQAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 1500 

CACGAGAGGC TCCTTTGGCT TTACCGGGAG GTGGAGAGGC CCCTTTCCGC TGTCCTGGCC 1560 
CACATGGAGG CCACGGGGGT GCGCOTGGAC GTGGCCTATC TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG - 1620 

GTGGCCGAGG AGGTCGCCCG CXTTCGAGGCC GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC 1680 

AACCTCAACT CCCGGGACCA GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC 1740 

ATCGGCAAGA CGGAGAA6AC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CXX3CCGTCCT GGAGGCCCTC 1800 

55 CGCX3AGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC CAAGCTGAAG 1860 

AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCX3GACCTC ATCCACCCCA GGACX3GGCCX3 CCTCCACACC 1920 
60 CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC AGGCTAAGTA GCTCXX3ATCC CAACCTCCAG * 1980 
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AACATCCCCG TCCGCACCCC GCTTGGGCAG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG 2040 

GGGTGGCTAT TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 2100 

TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA CACX3GAGACC 2160 

GCCAGCTGGA TGTTCX3GCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC CCCTGATGCG CCGGGCGGCC 2220 

AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA 2280 

GCCATCCCTT ACGAGGAGGC CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAQ CTTCCCCAAG • 2340 

GTGCGGGCCT GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC ^ 2400 

CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC OTAGAGGCCC GGGTGAAGAG CGTGCGGGAG 2460 

GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA CCGCCGCCGA CCTCATGAAG ^ 2520 

CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG 2580 

GTCCACGACG AGCTGGTCCT CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GQCCCGGCTG , 2640 ^ 

GCCAAGGAGG TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG ■ 2700 

ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA 2733 30 



10 



15 



20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQTXENZKENNZEICHEN: 

CA) li&NGE: 2733 Basenpaare 

CB) ART: NUcleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOQIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG 
ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 

taccgcacct tccacgccct gaagggcctc accaccagcc 
gtctacggct tcgccaagag cctcctcaag gccctcaagg 

GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG 
GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG 



ATGACGATAA 
TCGACGGCCA 
GGGGGGAGCC 
AGGACGGGGA 
CCTACGGGGG 
CCCTCATCAA 



AATGAGGGGC 
CCACCTGGCC 
GGTGCAGGCG 

cgcggtgatc 
gtacaaggcg 
ggagctggtg 



35 
.40 
45 

60 
120 50 
180 

240 55 

300 

360 

60 
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GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGOGGACX3A CGTCCTGGCC 420 

AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC QCATCCTCAC OGCCGACAAA 480 

5 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 

10 

GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGQAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCX3G 720 

15 

CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 

GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG ■ 840 

^° CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 

GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA TGAAGAAACA 960 

^ CTGAAAGCGT GGATTGCGAA GCTGGAAAAA GCGCC3GGTAT TTGCATTTGA TACCGAAACC 1020 

GACAGCCTTG ATAACATCTC TGCTAACCTG GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAGGC 1080 

30 GTAGCX5GCAT ATATTCCGGT TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCCGATCA AATCTCTCX5C 1140 

GAGCGTGCAC TCGAGTTGCT AAAACCGCTG CTGGAAGATG AAAAGGCGCT GAAGGTCGGG 1200 

35 CAAAACCTGA AATACGATCG CGGTATTCTG GCGAACTACG GCATTGAACT GCGTGGGATT 1260 

GCGTTTGATA CCATGCTGGA GTCCTACATT CTCAATAGCX5 TTGCCGGGCG TCACGATATG 1320 

GACAGCCTCG CGGAACGTTG GTTGAAGCAC AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCrGGT 1380 

40 

AAAGGCAAAA ATCAACTGAC CTTTAACCAG ATTGCCCTCG AAGAAGCCGG ACGTTACGCC 1440 

GCCX3AAGATG CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 1500 

45 

CACIAAAGGGC CGTTGAACGT CTTCGAQAAT ATCJOAAATGC CGCTGGTGCC GGTGCTTTCA 1560 

CGCATTGAAC GTAACGGTGT GCXSCCTGGAC GTGGCCTATC TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG 1620 

50 

GTGGCCGAGG AGATCGCCCG CCTCGAGGCC GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC 1680 

AACCTCAACT CCCGGGACCA GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC 1740 

55 

ATC3GGCAAGA CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCX3CCGTCCT GGAC3GCCCTC 1800 

CGOSAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC CAAGCTGAAG 1860 

^ AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA GGACGGGCCG CCTCCACACC 1920. 
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CGCTTCAACC AiGACGGCCAC GGCCACGQGC AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG 
AACATCCCCG TCCXSCACCCC GCTTGGGCAG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCX3AGGAG 
GGGTGGCTAT TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 
TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCX3GGTCTTC CAGOAGGGGC GGGACATCCA CACGGAGACC 
GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC CCCTGATGCG CCGGGCGGCC 
AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACX3GC ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA 
GCCATCCCTT ACGAGGAGGC CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG 
GTGCGGGCCT GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 
CTCTTCGGCC GCC3GCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAftGAG CGTGCXK3GAG 
GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA CCX3CCGCCGA CCTCATGAAG , 
CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG 
GTCCACGACG AGCTGGTCCT CQAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG 
GCCAAGGAGG TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 
ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CX5CCAAGGAG TGA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZBICHEN: 

(A) IiANGE: 2727 Beisenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstramg 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBX3NG: SEQ ID NO: 3: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 
ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCX5ACGGCCA CCACCTGGCC 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 
GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAS GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 
GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACX3AGG CCTACX3GGGG GTACAAGGCG 
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1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
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2580 25 
2640 
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2733 
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' 40 
45 
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GGCCX;GGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 

GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 420 

5 

AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CAC6TCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 

10 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACX3GC CTOAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 

GCCCTGACCG GGGACGACTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGAOG 660 

15 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 

CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 

^ GACCTGGCCa AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 

CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTOirrCCAC 900 

^ GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCCCGTT GGATACAGAA TAGTGAAAGA CCTGGTGGAA 960 

TTTGAAAAAC TCATAGAGAA ACTGAGAGAA TCCCCTTCGT TCGCCATAGA TCTTGAGACX3 1020 

30 TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CTGCGACATT GTCGGTATCT CTGTGTCTTT CAAACCAAAG 1080 

GAAGCGTACT ACATACCACT CCATCATAGA AACGCCCAGA ACCTGGATGA AAAAGAAGTT 1140 

35 CTGAAAAAGC TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCCGGAQCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG 1200 

AAATTCGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAAG. GGTGTTGAAC CTGTCCCTCC TCACTTOGAC 1260 

ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCOG AAOSAAAAGA AGTTCAATCT GGACGATCTC 1320 

40 

GCATTQAAAX TTCTTGGATA CAAAATGACC TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCXCTTCT 1380 

CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT 1440 

45 

GAAGATGCCQ ACATCACCTA C&GACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT. CCACX3AGGAG 1500 

AGGCTCCTTT GGCTTTACCG GGAGGTGGAG AGGCCCCTTT CCGCTGTCCT GGCCCACATG 1560 

50 

GAGGCCACGG GGGTGCGCCT GGAC3GTGGCC TATCTCAGGG CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC 1620 

GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCX3AGGTC TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC 1680 

55 

AACTCCCGGG ACCAGCTGGA AAGGGTCCTC TTTGAOGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC 1740 

AAGACGGAGA AGACCGGCAA GCGCTCCACC AGCX3CCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG 1800 

^ GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGAGC TCACCAAGCT GAAGAGCACC 1860 



65 



18 



DE 198 10 879 A 1 

TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGC3ACGG GCCGCCTCCA CACCCGCTTC 1920 

AACCAGACXK3 CCAOGGCCAC GGGCAGGCTA AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC 1980 

CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG 2040 

CTATTGGTGG CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCX3GC 2100 

GACGAGAACC TGATCCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA GACCGCCAGC 2160 

TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA TGCGCCGGGC GGCCAAGACC 2220 

ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC 2280 

CCTTACGAGG AGGCCCAGGC CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG 2340 

GCCTGGATTG AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAGGCX3GG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 2400 

GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG GGAGGCGGCC 2460 

GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAG GGCACOGCCG CCGACCTCAT GAAGCTGGCT 2520 ^ 

ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC 2580 

GACGAGCTGG TCGTCGAGGC CCCAAAAGAG AGGGCX3GAGG CCX3TGGCCCG GCTGGCCAAG 2640 30 

GAGGTCATGG AGGGGGTCTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 2700 

GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 2727 35 



to 



15 



20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(1} SEQUENZKEKNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2727 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOIiEKOIiS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBXJNG: SEQ ID NO: 4: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 
ATGCTACCX5C TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 
GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 
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GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 300 

GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 

5 

GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 420 

AGCCTGGCCA AGAAGGCX3GA AAAGGAGGGC TAC!QAGGTCC QCATCCTCAC CGCOQACAAA 480 

10 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 

GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGAOG 660 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAQAA CCTGQACCGG 720 
CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG • 780 : 

GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 

25 CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTGTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 

GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCCCGTT GGATACAGAA TAGTGAAAGA CCTGGTGGAA 960 

30 TTTGAAAAAC TCATAGAGT^ ACTGAGAGAA TCCCCTTCGT TCGCCATAGA TCTTGAGACG 1020 

TCTTCCCTCG ATCCTTTCX3A CTGCGACATT GTCGCTATCT CTGTGTCTTT CAAACCAAAG 1080 

GAAGCGTACT ACATACCACT CCATCATAGA AACX3CCCAGA ACCTGGATGA AAAAGAAGTT 1140 

35 

CTGAAAAAGC TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCCGGAGCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG 12 00 

AAATTCGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAAG GGTGTTGAAC CTGTCCCTCC TCACTTCGAC 1260 

40 

ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCCG AACGAAAAGA AGTTCAATCT GGACGATCTC 1320 

GCATTGAAAT TTCTTGGATA CAAAATGACC TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCTCTTCT 1380 

45 

CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT 1440 

GAAGATGCAG ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGAGGCA 1500 

50 

GATCTGGAGA ACGTGTTCTA CAAGATAGAA ATGCCTCTTG TGAGCGTGCT TGCACGGATG 1560 

GAACTGAACG GTGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC 1620 

55 GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC 1680 

AACTCCCX3GG ACCAGCTGGA AAGGGTCCTC TTTGACGAOC TAGGGCTTCC CGCCATCX3GC 1740 

60 AAGACGGAGA AGACCGGCAA GCGCTCTACC AGCGCCGCOG TCCTGGAGGC CCTCCGCXSAG 1800 

65 



20 



DE 198 10 879 A 1 

GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGAGC TCACCAAGCT GAAGAGCACC 
TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG GCCGCCTCCA CACCCGCTTC 
AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGCTA AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC 
CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG 
CTATTGGTGG CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 
GACGAGAACC TGATCCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA GACCGCCAGC 
TGGATGTTCG GCGTCCCCXZG GGAGGCCX5TG GACCCCCTGA TGCGCCGGGC GGCCAAGACC 
ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC 
CCTTACGAGG AGGCCCAGGC CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG 
GCCTGGATTG AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 
GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG GGAGGCGGCC 
GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCX3TCCAG GGCACCGCCG CCGACCTCAT GAAGCTGGCT 
ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC 
GACGAGCTGG TCCTCGAGGC CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG 
GAGGTCATGG AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 
GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IiANGE: 2850 BaBeixpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGPORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIiOGTE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 
ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGOG 
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GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CX5CGGTQATC 240 

GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 300 

5 

GGCCGGGCCX: CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 3^0 

GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCX3GACGA CGTCCTGGCC 420 

10 

AGCCXGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAG6TCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CX3ACCGCATC CACGTCCTCG ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 

15 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAA6TACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC C5GACTACCGG 600 

GCCCTGACCG GGGACGAGTC CXSACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GQAGAAGACG 660 

20 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 

CTGAAGCCCX5 CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 

^ GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CXSACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 

CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTOTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 

30 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCATCCA GCAGTTGTGG ACATCTTCGA ATACX5ATATT 960 

CCATTTGCAA AGAGATACCT CATCGACAAA GGCCTAATAC CAATGGAGGG GGAAGAAGAG 1020 

35 CTAAAGATTC TTGCCTTCGA TATAGAAACC CTCTATCACG AAGGAGAAGA GTTTGGAAAA 1080. 

GGCCCAATTA TAATGATTAG TTATGCAGAT GAAAATGAAG CAAAGGTGAT TACTTGGAAA 1140 

AACATAGATC TTCCATAOGT TGAGGTTGTA TCAAGOGAGA GAGAGATGAT AAAGAGATTT 1200 

40 

CTCAGGATTA TCAGGGAGAA GGATCCTQAC ATTATAGTTA CTTATAATGG AGACTCATTC 1260 

GACTTCCCAT ATTTAGCGAA AAGGGCAGAA AAACTTGGGA TTAAATTAAC CATTGGAAGA 1320 

45 

QATGGAAQCX3 AGCCCAAGAT GCAGAOAATA GGCOATATGA CGGCTGTAGA AGTCAAGGGA 1380 

AGAATACATT TCGACTTGTA TCATGTAATA ACAAGGACAA TAAATCTCCC AACATACACA 1440 

50 

CTAGAGGCTG TATATGAAGC AATTTTTGGA AAGCCAAAGG AGAAGGTATA CGCCGACGAG 1500 

ATAGCAAAAG CCTGGGAAAG TGGAGAGAAC CTTGAGAGAG TTGCCAAATA CTCGATGGAA 1560 

55 

GATGCAAAGG CAACTTATGA ACTCGGGAAA GAATTCCTTC CAATGGAAAT TCAGCTTTCA 1620 

GAGAGGCTCC TTTGGCTTTA CCGGGAGGT6 GAGAGGCCCC TTTCCGCTGT CCTGGCCCAC 1680 

^ ATGGAGGCCA CGGGGGTGCG CCTGGACGTG GCCTAXCTCA GGGCCTTGTC CCTGGAGGTG 1740 
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GCCGAGGAGA TCGCCCX3CCT CGAGGCCGAG 
CTCAACTCCC GGGACCAGCT GGAAAGGGTC 
GGCAAfiACGG AGAAGACCGG CAAGCGCTCC 
GAGGCCCACC CCATCGTGGA GAAGATCCTG 
ACCTACATTG ACCCCTTGCC GGACCTCATC 
TTCAACCAGA CGGCCACGGC CACGGGCAGG 
ATCCCCGTCC GCACCCCGCT TGGGCAGAGG 
TGGCTATTGG TGGCCCTGGA CTATAGCCAG 
GGCGACGAGA ACCTGATCCG GGTCTTCCAG 
AGCTGGATGT TCGGCGTCCC CCGGGAGGCC 
ACCATCAACT TCGGGGTCCT CTACGGCATG 
ATCCCTTACG AGGAGGCCCA GGCCTTCATT 
CGGGCCTGGA TTGAGAAGAC CCTGGAGGAG 
TTCGGCCGCC GCCGCTACGT GCCAGACCTA 
GCCGAGCGCA TGGCCTTCAA CATGCCCGTC 
GCTATGGTGA AGCTCTTCCC CAGGCTGGAG 
CACGACGAGC TGGTCCTCX3A GGCCCCAAAA 
AAGGAGGTCA TGGAGGGGGT GTATCCCCTG 
GGGGAGQACT GGCTCTCCX3C CAAGGAGTGA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQtJENZKENNZEICHEK: 

(A) IiAngE: 2949 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIjOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOliEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBX3NG: SEQ ID NO: 6: 



GTCTTCCGCC TGGCCGGCCA 
CTCTTTGACXS AGCTAGGGOT 
ACCAGCGCCG CCX3TCCTGGA 
CAGTACCGGG AGCTCACCAA 
CACCCCAGGA CGGGCCX3CCT 
CTAAGTAGCT CCGATCCCAA 
ATCCGCCGGG CCTTCATCGC 
ATAGAGCTCA GGGTGCTGGC 
GAGGGGCG6G ACATCCACAC 
GTGGACCCCC TGATGCGCCG 
TCGGCCCACC GCCTCTCCCA 
GAGCGCTACT TTCAGAGCTT 
GGCAGGAGGC GGGGGTACGT 
GAGGCCCGGG TGAAGAGCGT 
CAGGGCACCG CCGCCXSACCT 
GAAATGGGGG CCAGGATGCT 
GAGAGGGCGG AGGCCX5TGGC 
GCCGTGCCCC TGGAGGTGGA 



CCCCTTCAAC 
TCCC3GCCATC 
GGCCCTCCGC 
GCTGAAGAGC 
CCACACCCGC 
CCTCCAGAAC 
CGAOGAGGGG 
CCACCTCTCC 
GGAGACCGCC 
GGCGGCCAAG 
GGAGCTAGCC 
CCCCAAGGTG 
GGAGACCCTC 
GCGGGAGGCG 
CATGAAGCTG 
CCTTCAGGTC 
CCGGCTGGCC 
GGTGGGGATA 
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1800 
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2040 
2100 
2160 
2220 
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ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 60 

ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 120 

5 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCX5 180 

GTCTACGGCT TCX5CCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 240 

10 

GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 300 

GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 

15 

GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACX3A CGTCCTGGCC 420 

AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

20 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC: CGACTACCGG 600 

^ GCCCTGACCX5 GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660' 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 

30 CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 

GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCX3GGAG ; 840 

35 CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 

GAGTTOSGCC TTCTGGAAAG CCCCGTTAGA GAACATCCAG CAGTTGTGGA CATCTTCGAA 960 

TACGATATTC CATTTGCAAA GAGATACCTC ATCGACAAAG GCCTAATACC AATGGAGGGG 1020 

40 

GAAGAAC3AGC TAAAGATTCT TGCCTTCGAT ATAGAAACCC TCTATCACGA AGGAGAAGAG ' 1080 

TTTGGAAAAG GCCCAATTAT AATGATTAGT TAT6CAGATG AAAATGAAGC AAAGGTGATT 1140 

45 

ACTTGGAAAA ACATAGATCT TCCATACX3TT GAGGTTGTAT CAAGCGAGAG AGAGATGATA 1200 

AAGAGATTTC TCAGGATTAT CAGGGAGAAG QATCCTGACA TTATAGTTAC TTATAATGGA 1260 

50 

GACTCATTCG ACTTCCCATA TTTAGCGAAA AGGGCAGAAA AACTTGGGAT TAAATTAACC 1320 

ATTGGAAGAG ATGGAAGCX3A GCCCAAGATG CAGAGAATAG GOGATATGAC GGCTGTAGAA 1380 

GTCAAGGGAA GAATACATTT CGACTTGTAT CATGTAATAA CAAGGACAAT AAATCTCCCA 1440 

ACATACACAC TAGAGGCTGT ATATGAAGCA ATTTTTGGAA AGCCAAAGGA GAAGGTATAC 1500 

^ GCCGACGAGA TAGCAAAAGC CTGGGAAAGT GGAGAGAACC TTGAGAGAGT TGCCAAATAC 1560 
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IS 
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25 



TCGATGGAAG ATGCAAAGGC AACTTATGAA CTCX3GGAAAG AATTCCTTCC AATGGAAATT 1620 

CAGCTTTCAA GATTAGTTGG ACAACCTTTA TGGGATGTTT CAAGGTCAAG CACAQGGAAC 1680 

CTTGTAGAGT GGTTCTTACT TAGGAAAGCC TACX3AAAGAA ACX3AAGTAGC TCCAAACAAG 1740 

CCAAGTGAAG AGGAGTATCA AAGAAGGCTC AGGGAGAGCT ACACAGGTGG ATTCGTGCGC 1800 

CTGGACGTGG CCTATCTCAG GGCCTTGTCG CTGGAGGTGG CCGAGGAGAT CGCCCGCCTC 1860 

GAGGCCGAGG TCTTCCGCCT GGCCX3GCCAC CCCTTCAACC TCAACTCCCG GGACCAGCTG 1920 

GAAAGGGTCC TCTTTGACGA GCTAGGGCTT CCCGCCATCG GCAAGACGGA GAAGACCGGC 1980 

AAGCGCTCCA CCAGCGCCGC CGTCCTGGAG GCCCTCCGCG AGGCCCACCC CATCGTGGAG 2040 

AAGATCCTGC AGTACCGGGA GCTCACCAAG CTGAAGAGCA CCI^CMTGA CCCCTTGCCG 2100 

GACCTCATCC ACCCCAGGAC GGGCCGCOTC CACACCCGCT TCAACCAGAC GGCCAGGGCC 2160 

ACGGGCAGGC TAAGTAGCTC CGATCCCAAC CTCCAGAACA TCCCCGTCCG CACCCCGCTT 2220 

GGGCAGAGGA TCCGCCGGGC CTTCATCGCC GAGGAGGGGT GGCTATTGGT G6CCCTGGAC 2280 

TATAGCCAGA TAGAGCTCAG GGTGCTGGCC CACCTCTCCG GCGACGAGAA CCTGATCCGG 2340 "30 

GTCTTCCAGG AGGGGCGGGA CATCCACACG GAGACCGCCA GCTGGATGTT CGGCGTCCCC : 2400 

CGGGAGGCCG TGGACCCCCT GATGCGCCGG GCGGCCAAGA CCATCAACTT CGGGGTCCTC 2460 35 

TAOGGCATGT CGGCCCACCG CCTCTCCCAG GAGCTAGCCA TCCCTTACGA GGAGGCCCAG 2520 

GCCTTCATTG AGCGCTACTT TCAGAGCTTC CCCAAGGTGC GGGCCTGGAT TGftGAAGACC 2580 

CTGGAGGAGG GCAGGAGGCG GGGGTACGTG GAGACCCTCT TCGGCCGCCG CCGCTACGTQ 2640 

CCAGACCTAG AGGCCCGGGT GAAGAGOSTG CGGGAGGCGG CCGAGCGCAT GGCCTTCAAC 2700 

ATGCCCGTCC AGGGCACCGC CGCCGACCTC ATGAAGCTGG CTATGGTGAA GCTCTTCCCC 2760 

AGGCTGGAGG AAATGGGGGC CAGGATGCTC CTTCAGGTCC ACX3ACX3AGCT GGTCCTCGAG 2820 

GCCCCAAAAG AGAGGGGGGA GGCCGTGGCC CX3GCTGGCCA AGGAGGTCAT GGAGGGGGTG . 2880 

TATCCCCTGG CCX3TGCCCCT GGAGGTGGAG GTGGGGATAG GGGAGGACTG GCTCTCCGCC 2940 

AAGGAGTGA 2949 
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ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 910 Amino saiir en 

(B) ART: Aminos^ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS : Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
1 5 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val, Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 
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Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Tyr Asp Asn Tyr Val Thr lie Leu Asp Glu Glu Thr 
305 310 315 320 

Leu Lys Ala Trp lie Ala Lys Leu Glu Lys Ala Pro Val Phe Ala Phe 
325 330 335 

Asp Thr Glu Thr Asp Ser Leu Asp Asn lie Ser Ala Asn Leu Val Gly 
340 345 350 

Leu Ser Phe Ala lie Glu Pro Gly Val Ala Ala Tyr lie Pro Val Ala 
355 360 365 

His Asp Tyr Leu Asp Ala Pro Asp Gin lie Ser Arg Glu Arg Ala Leu 
370 375 380 

Glu Leu Leu Lys Pro Leu Leu Glu Asp Glu Lys Ala Leu Lys Val Gly 
385 390 395 400 

Gin Asn Leu Lys Tyr Asp Arg Gly lie Leu Ala Asn Tyr Gly He Glu 
405 410 415 

Leu Arg Gly He Ala Phe Asp Thr Met Leu Glu Ser Tyr He Leu Asn 
420 425 430 

Ser Val Ala Gly Arg His Asp Met Asp Ser Leu Ala Glu Arg Trp Leu 
435 440 445 

Lys His Lys Thr He Thr Phe Glu Glu He Ala Gly Lys Gly Lys Asn 
450 455 460 

Gin Leu Thr Phe Asn Gin He Ala Leu Glu Glu Ala Gly Arg Tyr Ala 
465 470 475 480 
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Ala Glu Asp Ala Asp Val Thr Leu Gin Leu His Leu Lys Met Trp Pro 
485 490 495 

^ Asp Leu Gin Lys His Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu 
500 505 510 

Arg Pro Leu Ser Ala Val Leu Ala His Met Glu Ala Thr Gly Val Arg 
515 520 525 

Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu 
530 535 540 

15 

Val Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe 
545 - 550 555 560 

20 

Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu 
565 570 575 

Gly Leu Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr 
^ 580 585 590 

Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu 
595 600 605 

30 

Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie ~ 
610 615 620 

Asp Pro Leu Pro Asp Leu lie His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr 
625 630 . 635 640 

Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp 
645 650 655 

Pro Asn Leu Gin Asn He Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg ile 
660 665 670 

45 

Arg Arg Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp 
675 680 685 

^ Tyr Ser Gin lie Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu 
690 695 700 

Asn Leu lie Arg Val Phe Gin Glu Gly Arrf Asp lie His Thr Glu Thr 
705 710 715 720 

Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met 
725 730 735 

60 

Arg Arg Ala Ala Lys Thr lie Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser 
740 745 750 

65 
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Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin 
755 760 765 

Ala Phe lie Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp 
770 775 780 

lie Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr 
785 790 795 800 

Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys 
805 810 815 

Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin 
820 825 830 

Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro 
835 840 845 

Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu 
850 855 860 

Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu 
865 870 875 880 

Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu 
885 890 895 

Val Glu Val Gly lie Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 910 



ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEH: 

(A) LANGE: 910 Aminosauren 

(B) ART : AminosSure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPGLOGIE: linear 

Cii) ART DES MOLEKCiLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 8: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
1 5 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 
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Gly Leu Tlir Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys , 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Tyr Asp Asn Tyr Val Thr lie Leu Asp Glu Glu Thr 
305 310 315 320 
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Leu Lys Ala Trp lie Ala Lys Leu Glu Lys Ala Pro Val Phe Ala Phe 
325 330 335 

Asp Thr Glu Thr Asp Ser Leu Asp Asn lie Ser Ala Asn Leu Val Gly 
340 345 350 

Leu Ser Phe Ala lie Glu Pro Gly Val Ala Ala Tyr lie Pro Val Ala 
355 360 365 

His Asp Tyr Leu Asp Ala Pro Asp Gin lie Ser Arg Glu Arg Ala Leu 
370 375 380 

Glu Leu Leu Lys Pro Leu Leu Glu Asp Glu Lys Ala Leu Lys Val Gly 
385 390 395 400 

Gin Asn Leu Lys Tyr Asp Arg Gly lie Leu Ala Asn Tyr Gly lie Glu 
405 410 415 

Leu Arg Gly lie Ala Phe Asp Thr Met Leu Glu Ser Tyr lie Leu Asn 
420 425 430 

Ser Val Ala Gly Arg His Asp Met Asp Ser Leu Ala Glu Arg Trp Leu 
435 440 445 

Lys His Lys Thr lie Thr Phe Glu Glu lie Ala Gly Lys Gly Lys Asn 
450 455 460 

Gin Leu Thr Phe Asn Gin lie Ala Leu Glu Glu Ala Gly Arg Tyr Ala 
465 470 475 480 

Ala Glu Asp Ala Asp Val Thr Leu Gin Leu His Leu Lys Met Trp Pro 
485 490 495 

Asp Leu Gin Lys His Lys Gly Pro Leu Asn Val Phe Glu Asn lie Glu 
500 505 510 

Met Pro Leu Val Pro Val Leu Ser Arg lie Glu Arg Asn Gly Val Arg ' 
515 520 525 

Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu 
530 535 540 

lie Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe 
545 550 555 560 

Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu 
565 570 575 

Gly Leu Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr 
580 585 590 
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Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu 
595 600 605 

^ Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie 
610 615 620 

Asp Pro Leu Pro Asp Leu lie His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr 
625 630 635 640 



15 



Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp 
645 650 655 

Pro Asn Leu Gin Asn lie Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie 
660 665 670 

20 

Arg Arg Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp 
675 680 685 

Tyr Ser Gin He Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu 
^ 690 695 700 

Asn Leu He Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp He His Thr Glu Thr 
705 710 715 720 

30 

Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met 
725 730 735 

Arg Arg Ala Ala Lys Thr He Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser 
740 745 750 

Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala He Pro Tyr Glu Glu Ala Gin 
755 760 765 

Ala Phe He Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp 
770 775 780 

45 

He Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr 
785 790 795 800 

so 

Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys 
805 810 815 

Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin 
820 825 830 

Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro 
835 840 845 



GO 



65 



Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu 
850 855 860 
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Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu 
865 870 

Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val 
885 

Val Glu Val Gly lie Gly Glu Asp 
900 



Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu 
875 880 

5 

Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu 
890 895 

Trp Leu Ser Ala Lys Glu lo 
905 910 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 15 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 908 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 20 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLCX5IE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 25 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 30 

15 10 . _15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 

20 25 30 35 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Plie His Ala Leu Lys 
35 40 45 

40 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 45 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 

85 90 95 50 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 



Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg He Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 
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Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Pro Val Gly Tyr Arg lie Val Lys Asp Leu Val Glu 
305 310 315 320 

Phe Glu Lys Leu lie Glu Lys Leu Arg Glu Ser Pro Ser Phe Ala lie 
325 330 335 

Asp Leu Glu Thr Ser Ser Leu Asp Pro Phe Asp Cys Asp lie Val Gly 
340 345 350 

lie Ser Val Ser Phe Lys Pro Lys Glu Ala Tyr Tyr lie Pro Leu His 
355 360 365 

His Arg Asn Ala Gin Asn Leu Asp Glu Lys Glu Val Leu Lys Lys Leu 
370 375 380 

Lys Glu lie Leu Glu Asp Pro Gly Ala Lys lie Val Gly Gin Asn Leu 
385 390 395 400 

Lys Phe Asp Tyr Lys Val Leu Met Val Lys Gly Val Glu Pro Val Pro 
405 410 415 

Pro His Phe Asp Thr Met lie Ala Ala Tyr Leu Leu Glu Pro Asn Glu 
420 425 430 
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Lys Lys Phe Asn Leu Asp Asp Leu Ala Leu Lys Phe Leu Gly Tyr Lys 
435 440 445 

Met Thr Ser Tyr Gin Glu Leu Met Ser Phe Ser Ser Pro Leu Phe Gly 
450 455 460 

Phe Ser Phe Ala Asp Val Pro Val Glu Lys Ala Ala Asn Tyr Ser Cys 
465 470 475 480 

Glu Asp Ala Asp lie Thr Tyr Arg Leu Tyr Lys lie Leu Ser Leu Lys 
485 490 495 

Leu His Glu Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu Arg Pro 
500 505 510 

Leu Ser Ala Val Leu Ala His Met Glu Ala Thr Gly Val Arg Leu Asp 
515 520 525 

Val Ala Tyr Leu Aarg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu lie Ala 
530 535 540 

Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu 
545 550 555 560 

Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu 
565 570 575 

Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala 
580 585 590 

Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu Lys lie 
595 600 605 

Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie Asp Pro 
610 615 620 

Leu Pro Asp Leu lie His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe 
625 630 635 640 

Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn 
645 650 655 

Leu Gin Asn lie Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie Arg Arg 
660 665 670 

Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser 
675 . 680 685 

Gin lie Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu 
690 695 700 
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lie Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp lie His Thr Glu Thr Ala Ser 
705 710 715 720 

Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg 
725 c 730 735 

Ala Ala Lys Thr lie Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His 
740 745 750 

Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe 
755 760 765 

lie Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp lie Glu 
770 775 780 

Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe 
785 790 795 800 

Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val 
805 810 815 

Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr 
820 825 830 

Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu 
835 840 845 

Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val 
850 855 860 

Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys 
865 870 875 880 

Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu 
885 890 895 

Val Gly lie Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 



36 



DE 198 10 879 A 1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGS: 908 Aminosaxiren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOliEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
15 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 V 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin. 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Ar^ lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 
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Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Pro Val Gly Tyr Arg lie Val Lys Asp Leu Val Glu 
305 310 315 320 

Phe Glu Lys Leu lie Glu Lys Leu Arg Glu Ser Pro Ser Phe Ala lie 
325 330 335 

Asp Leu Glu Thr Ser Ser Leu Asp Pro Phe Asp Cys Asp lie Val Gly 
340 345 350 

lie Ser Val Ser Phe Lys Pro Lys Glu Ala Tyr Tyr lie Pro Leu His 
355 360 365 

His Arg Asn Ala Gin Asn Leu Asp Glu Lys Glu Val Leu Lys Lys Leu 
370 375 380 

Lys Glu lie Leu Glu Asp Pro Gly Ala Lys lie Val Gly Gin Asn Leu 
385 390 395 400 

Lys Phe Asp Tyr Lys Val Leu Met Val Lys Gly Val Glu Pro Val Pro 
405 410 415 

Pro His Phe Asp Thr Met lie Ala Ala Tyr Leu Leu Glu Pro Asn Glu 
420 425 430 

Lys Lys Phe Asn Leu Asp Asp Leu Ala Leu Lys Phe Leu Gly Tyr Lys 
435 440 445 

Met Thr Ser Tyr Gin Glu Leu Met Ser Phe Ser Ser Pro Leu Phe Gly 
450 455 460 

Phe Ser Phe Ala Asp Val Pro Val Glu Lys Ala Ala Asn Tyr Ser Cys 
465 470 475 480 
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Glu Asp Ala Asp lie Thr Tyr Arg Leu Tyx Lys lie Leu Ser Leu Lys 
485 490 495 

Leu His Glu Ala Asp Leu Glu Asn Val Phe Tyr Lys lie Glu Met Pro 
500 505 510 

Leu Val Ser Val Leu Ala Arg Met Glu Leu Asn Gly Val Arg Leu Asp 
515 520 525 

Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu lie Ala 
530 535 540 

Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu 
545 550 555 560 

Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu 
565 570 575 

Pro Ala He Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala 
580 585 590 

Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro He Val Glu Lys lie 
595 600 605 

Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr He Asp Pro 
610 615 620 

Leu Pro Asp Leu He His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe 
625 630 635 640 

Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn 
645 650 655 

Leu Gin Asn He Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg He Arg Arg 
660 665 670 / 

Ala Phe He Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser 
675 680 685 

Gin He Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu 
690 695 700 

He Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp He His Thr Glu Thr Ala Ser 
705 710 715 720 

Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg 
725 730 735 

Ala Ala Lys Thr He Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His 
740 745 750 
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Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe 
755 760 765 

He Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp He Glu 
770 775 780 

Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe 
785 790 795 800 

Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val 
805 810 815 

Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr 
820 825 830 

Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu 
835 840 845 

Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val 
850 855 860 

Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys 
865 870 875 880 

Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu 
885 890 895 

Val Gly He Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 



^ (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 949 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLCX?IE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQXJENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
1 5 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Airg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 
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Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu He Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala. Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg He His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu He Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly He Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu' Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala He Arg Glu Lys He Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Airg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro His Pro Ala Val Val Asp He Phe Glu Tyr Asp He 
305 310 315 320 
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Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu lie Asp Lys Gly Leu lie Pro Met Glu 
325 330 335 

Gly Glu Glu Glu Leu Lys lie Leu Ala Phe Asp lie Glu Thr Leu Tyr 
340 345 350 

His Glu Gly Glu Glu Phe Gly Lys Gly Pro lie lie Met lie Ser Tyr 
355 360 365 

Ala Asp Glu Asn Glu Ala Lys Val lie Thr Trp Lys Asn lie Asp Leu 
370 375 380 

Pro Tyr Val Glu Val Val Ser Ser Glu Arg Glu Met lie Lys Arg Phe 
385 390 395 400 

Leu Arg lie He Arg Glu Lys Asp Pro Asp He He Val Thr Tyr Asn 
405 410 415 

Gly Asp Ser Phe Asp Phe Pro Tyr Leu Ala Lys Arg Ala Glu Lys Leu 
420 425 430 

Gly He Lys Leu Thr He Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro Lys Met Gin 
435 440 445 

Arg He Gly Asp Met Thr Ala Val Glu Val Lys Gly Arg He His Phe 
450 455 460 

Asp Leu Tyr His Val He Thr Arg Thr He Asn Leu Pro Thr Tyr Thr 
465 470 475 480 

Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala He Phe Gly Lys Pro Lys Glu Lys Val 
485 490 495 

Tyr Ala Asp Glu He Ala Lys Ala Trp Glu Ser Gly Glu Asn Leu Glu 
500 505 510 

Arg Val Ala Lys Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys Ala Thr Tyr Glu Leu 
515 520 525 

Gly Lys Glu Phe Leu Pro Met Glu He Gin Leu Ser Glu Arg Leu Leu 
530 535 540 

Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu Arg Pro Leu Ser Ala Val Leu Ala His 
545 550 555 560 

Met Glu Ala Thr Gly Val Arg Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu 
565 570 575 

Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu He Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe 
580 585 590 
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Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu 
595 600 605 

Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu 
610 615 620 

Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg 
625 630 635 640 

Glu Ala His Pro lie Val Glu Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr 
645 650 655 

Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie Asp Pro Leu Pro Asp Leu He His Pro . 
660 665 670 

Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr 
675 680 685 

Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn Leu Gin Asn lie Pro Val Arg 
690 695 700 

Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie Arg Arg Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly 
705 710 715 720 

Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser Gin lie Glu Leu Arg Val Leu : 
725 730 735 

Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu lie Arg Val Phe Gin Glu Gly 
740 745 750 

Arg Asp lie His Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg 
755 760 765 

Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr lie Asn Phe 
770 775 780 

Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala 
785 790 795 800 

lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe lie Glu Arg Tyr Phe Gin Ser 
805 810 815 

Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp He Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg 
820 825 830 

Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro 
835 840 845 

Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met 
850 855 860 
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10 



15 



20 



25 



Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Tlir Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu 
865 870 875 880 

Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met 
885 890 895 

Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg 
900 905 910 

Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr 
915 920 925 

Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu Val Gly lie Gly Glu Asp Trp 
930 935 940 

Leu Ser Ala Lys Glu 
945 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAN6E: 982 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
1.5 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg- Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
^ 85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

65 



30 



35 



40 



45 



50 



44 



DE 198 10 879 A 1 



Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Val Arg Glu His Pro Ala Val Val Asp lie Phe Glu 
305 310 315 320 

Tyr Asp lie Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu lie Asp Lys Gly Leu lie 
325 330 335 

Pro Met Glu Gly Glu Glu Glu Leu Lys lie Leu Ala Phe Asp He Glu 
340 345 350 

Thr Leu Tyr His Glu Gly Glu Glu Phe Gly Lys Gly Pro He He Met 
355 360 365 

He Ser Tyr Ala Asp Glu Asn Glu Ala Lys Val He Thr Trp Lys Asn 
370 375 380 
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He Asp Leu Pro Tyr Val Glu Val Val Ser Ser Glu Arg Glu Met He 
385 390 395 400 

Lys Arg Phe Leu Arg He He Arg Glu Lys Asp Pro Asp He He Val 
405 410 415 

Thr Tyr Asn Gly Asp Ser Plxe Asp Phe Pro Tyr Leu Ala Lys Arg Ala 
420 425 430 

Glu Lys Leu Gly He Lys Leu Thr He Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro 
435 440 445 

Lys Met Gin Arg He Gly Asp Met Thr Ala Val Glu Val Lys Gly Arg 
450 455 460 

He His Phe Asp Leu Tyr His Val He Thr Arg Thr He Asn Leu Pro 
465 470 475 480 

Thr Tyr Thr Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala He Phe Gly Lys Pro Lys 
485 490 495 

Glu Lys Val Tyr Ala Asp Glu He Ala Lys Ala Trp Glu Ser Gly Glu 
500 505 * 510 

Asn Leu Glu Arg Val Ala Lys Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys Ala Thr 
515 520 525 

Tyr Glu Leu Gly Lys Glu Phe Leu Pro Met Glu He Gin Leu Ser Arg 
530 535 540 

Leu Val Gly Gin Pro Leu Trp Asp Val Ser Arg Ser Ser Thr Gly Asn 
545 550 555 560 

Leu Val Glu Trp Phe Leu Leu Arg Lys Ala Tyr Glu Arg Asn Glu Val 
565 570 575 

Ala Pro Asn Lys Pro Ser Glu Glu Glu Tyr Gin Arg Arg Leu Arg Glu 
580 585 590 

Ser Tyr Thr Gly Gly Phe Val Arg Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala 
595 600 605 

Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu He Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val 
610 615 620 

Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu 
625 630 635 640 

Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Ala He Gly Lys Thr 
645 650 655 
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Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu 
660 665 670 

Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu 
675 680 685 

Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie Asp Pro Leu Pro Asp Leu lie His 
690 695 700 

Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala 
705 710 715 720 

Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn Leu Gin Asn lie Pro Val 
725 730 735 

Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie Arg Arg Ala Phe lie Ala Glu Glu 
740 745 750 ^ 

Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser Gin He Glu Leu Arg Val 
755 760 765 

Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu He Arg Val Phe Gin Glu 
770 775 780 

Gly Arg Asp He His Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro 
785 790 795 800 

Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr He Asn 
805 810 815 

Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu 
820 825 830 

Ala He Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe He Glu Arg Tyr Phe Gin 
835 840 845 

Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp He Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly.- 
850 855 860 

Arg , Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val 
865 870 875 880 

Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg 
885 890 895 

Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys 
900 905 910 

Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg 
915 920 925 
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Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu 
930 935 940 

^ Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val 

945 950 955 960 

Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu Val Gly He Gly Glu Asp 
10 965 970 975 

Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
980 



15 



25 



35 



40 



45 



55 



60 



65 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGB: 66 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstraug 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:1.. 66 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 13: 
GAA TTC ATG AGG GGC TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GCT GCT GAC GAT 48 
GAC GAT AAA ATG AGG GGC 

(2) ANGABEN ZXT SEQ ID NO: 14: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminos Sure 

50 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 



Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
1 5 10 15 

Lys Met Arg Gly 
20 



Patentanspriiche 

1. Polymerasenchimare zusammengesetzt aus fiinktionellen Aminosaurefragmenten von mindestens zwei unter- 
schiedlichen Polymerasen, wobei die funktionellen AminosauFefragmenten in der Polymerasenchimare aktiv, sind 
und die Polymerasenchimare 5'-3'-Polymeraseaktivitat aufweist. 
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2. Polymerasenchimare gemaB Anspruch 1 zusammengesetzt aus funktionellen Aminosauxefragmenten von min- 
destens zwei unterschiedlichen Polymerasen, wobei die erste oder die zweite PolymCTase 3'-5'-Exonukleaseaklivitat 
aufweist und die Polymerasenchimare sowohl 5'-3'-Polymeraseaktivitat als auch 3'-5-Exonukleaseaktivitat auf- 
weist. 

3. Polymerasenchimare gemaB Anspruch oder 2, wobei die Aminosaurefragmente jeweils Polymerasendomanen 
der ersten oder zweiten Polymerase entsprechen. 

4. Polymerasenchimare gemaB einem der Anspriiche 1, 2 oder 3, wobei die erste oder die zweite Polymerase die 
Taq DNA Polymerase ist 

5. Polymerasenchimare gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die 3 -5'-Exonukleaseaktivitat aufweisende Po- 
lymerase eine Pol-I-iyp-Polymerase ist. 

6. Polymerasenchimare gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die 3-5 -Exonukleaseaktivitat aufweisende Po- 
lymerase eine Pol-II-lVp-Polymerase ist. 

7. Polymerasenchimare gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei in die Aminosauresequenz der Chimare Hisd- 
din-lags eingebaut wurden. 

8. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7. 

9. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemaB SEQ.ID.No 1. 

10. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare, gem^ SEQ.ID.No 2. 

11. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemaB SEQ.ID .No 3. 

12. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemSB SEQ.ID .No 4. 

13. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemaB SEQ.ID .No 5. 

14. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemaB SEQ.ID .No 6. 

15. Vektor enthaltend eine DNA-Sequenz gemaB der Anspriiche 8 bis 14. 

16. Transformierte Zelle die den Vektor gemaB Anspruch 15 enthalt. 

17. Verfahren zur Herstellung der Polymerasenchimaren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Verfahren die folgenden Schritte umfaBt: 

- Planung von Varianten mil Hilfe von Aminosauresequenzalignments, von 3D-ModeUen oder mit Hilfe von 
experimentell ermittelten 3D-Strukturen 

- gratechnische Herstellung der Domanenaustauschvarianten 

- Legierung der DNA-Fragmente in Ausgangsvektoren 

- Expression der Chimaren, in einem Wirt, der durch DNA-Fragment tragenden Vektoren transformiert wurde 

- Aufreinigung der exprimierten Polymerasenchimare 

1 8. Verwendung der Polymerasenchimaren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7 zur PCR. ^ 

19. Verwendung der Polymerasenchimaren gemaB Anspruch 1 zur Sequenzierung von DNA-Fragmenten. 

20. Verwendung der Polymerasenchimaren gemaB Anspruch 1 zur RT-PCR ausgehend von einem RNA-template, 

21. Kit enthaltend eine Polymerasenchimare gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7. • 



Hierzu 22 Seite(n) Zeichnungen 
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ZEICHNUNGENSEITEI 



Nummer: 
Int a,^. 

Offenlegungstag: 



DE19810 879A1 
C12N g/12 

16. September 1999 



Abbfldungl/1 ^ 
SEQIDNo.: 1 

DNA-Sequenz : 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51- AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
451 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCCSCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
601 GCCCTGACCG GQGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 
• 651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCCCACAXGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC 
801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTAC6TCA CCATCCTT6A 
951 T6AAGAAACA CTGAAAGCGT 6GATTGCGAA 6CTGC3AAAAA GCGCCG6TAT 
1001 TTGCATTTGA TACC6AAACC GACAGCCTTG ATAAGATCTC T6CTAACCTG 
1051 GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCA66C 6XAGC6GCAT ATATTCC6GT 
1101 T6CTCATGAT TATCTTGATG C6CCCGATCA AATCTCTCGC GAGC6TGGAC 
1151 ^TCGAGTTGCT AAAACC6CT6 CTGGAAGATG AAAAG6C6CT GAA66TCGG6 
1201 CAAAACCTGA AATACGATCG C6GTATTCT6 GC6AACTAC6 6CATTGAACT 
1251 GC6TG6GATT GCGTTTGATA CCATGCTG6A GTCCTACATT CTCAATA6CG 
1301 TTGCCGGGC6 TCACGATATG QACAGCCTCG CGGAAC6TTO GTTGAAGCAC 
1351 AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCTG6T AAAG6CAAAA ATCAACTGAC 
1401 CTTTA^CCAG ATTGCCCTCG AAGAA6CCGG AC6TTAC6CC GCCGAAGATG 
1451 CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 
1501 CACGAGAGGC TCCTTTGGCT TTACCGGGAG GTGGAGAGGC CCCTTTCCGC 
1551 TGTCCTGGCC CACATGGAGG CCACGGGGGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC 
1601 TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG GTGGCCGAGG AGGTCGCCCG CCTCGAGGCC 
1651 GAGGTCTTCC GCCTGGGCGG CCACCCCTTC AACCTCAACT CCCGGGACCA 
1701 GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG: GCTTCCCGCC ATCGGCAAGA 
1751 CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 
1801 CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC 
1851 CAAGCTGAAG AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA 
1901 GGACGGGCCG CCTCCACACC CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC ' 
1951 AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG AACATCCCCG TCCGCACCCC • 
2001 GCTTGGGCAG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG GGGTGGCTAT 
2051 TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 
21dl TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA 
2151 CACGGAGACC GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC 
2201 CCCTGATGCG CCGGGCGGCC AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC 
2251 ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA GCCATCCCTT ACGAGGAGGC 
2301 CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG GTGCGGGCCT 
2351 GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 
2401 CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG 
2451 CGTGCGGGAG GCGGCCGAGC GCATGGCQTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA 
2501 CCGCCGCCGA CCTCATGAAG CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG 
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ZE1CHNUNGENSEITE2 



Nummor: 
Int Cl.^ 

Offenlegungstag: 



DE19810 879A1 
C12N 9/12 

16. September 1999 



Abbildung 1/2 

SEQIDNo.: 1 



2551 GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTfcAG GTCCACGACG AGCTGGTCCT 

2601 CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG GCCAAGGAGG 

2651 TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 

2701 ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA 



SEQIDNo.:? 

Amino sSuresequenz: . . 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRCS MLPLFEPKGR VLLVDGHHIiA YRTFHAIiKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFABCSLLK ALKEDGDAVT WFDAKAPSF RJiEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQIiALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKECZVEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPfiGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 
201 - ALTGDESDNL PGVKGIGEECT ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LKPAIREKIL 

251 AHMDDIiKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL .EEa.EFGSLLH 

301 EFGLLESPYD NYVTXIi^EET IJCAWXAK££K AFVFAFDTET DSIDHISAMI. 

351 VGIiSFAIEPG VAAYZFVAHD YIJ3APDQISR -EIUVLEIXKPI. Z^EKALKVa 

401 QHI^ECXORGIZ. AMYGZEUIGI AFDTMLBSYZ XNSVAGRHDM DSIAERWIiKH 

451 RTITFEEIA6 K6KMQLTFMQ XAUIEAGRYA AEDADVTLQI. HLKMWPDIiQK 

501 HERIiLWLYRE VERPLSAVLA HMEATGVRLD VAYLRALSLE VAEEJTARLEA 

551 EVFRIiAGHPF NLNSRDQLER VLFDELGLPA IGKTEKTGKR STSAAVLEAL 

601 .REAHPIVEECI LQYRELTEOiK STYIDPLPDL IHPRTGRLHT RFNQTATATG 

651 RLSSSDPNLQ NIPVRTPLGQ RIEIRAFIAEE GWLLVALDYS QIELRVLAHL 

701 SGDENLIRVF QEGRDIHTET ASWMFGVPRE AVDPLMRRAA BCTINFGVLYG 

751 MSAHRIiSQEL AIPYEEAQAF lERYFQSFPK VEUVWIEKTLE EGRRRGYVET 

801 LFGRRRYVPD LEARVKSVRE AAERMAFNMP VQGTAADLMK LAMVKLFPRL 

851 EEMGARMLLQ VHDELVLEAP KERAEAVARL AKEVMEGVY? LAVPI.EVEVG 

901 IGEDWIiSAKE 
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ZEICHNUNGEN SEITES Nummer: DE19810 879A1 

IntCI.^ C 12 N 9/12 

Offenlegungstag: 16. September 1999 



Abbildung 2/1 

SEQlDNo.:2 

DNA-Sequenz: 

. 1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG. GTCCTCCTGG 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
2Q1 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
. 451 TACGAGGTCC GGATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC* CTGGAAGCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC 
801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG . 
851 AGAGGCTTAG GGCCTMCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTAC6TCA CCATCCTTGk 
951 7GAAGAAACA CTGAAAGGGT GGATTGCGAA GCT6GAAAAA GCGCC6GTAT 
1001 TT6CATTXGA TACCGAAACC 6ACA6CCTTO ATAACATCTC TGCTAACCTG 
1051 GTC6GGCTTT CTTTT6CTAT CGAGCCA6GC GTAGCiSGGAT ATATTCC6GT 
1101 TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCC6ATGA AATCTCTC6C 6AGCGT6CAC 
1151* TCGAGTTGCT AAAACCGCTG CT66AAGAT6 AAAAGGCGCT 6AA6GTCGG6 
1201 CAAAACGTGA AATT^CGATCG C66TATTCTQ 6CGAACTAC6 GCATT6AACT 
1251 GCGT60GATT 6CGTTTGATA CCATGCTGGA 6TCCTACATT CTCAATAGCG 
1301 TT6CC6GGCG TCACGATATG GACAGCCTCG CGGAAC6TTG GTTGAAGCAC 
1351 AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATXGCTGGT AAA6GCAAAA ATCAACT6AC 
1401 CTTTAACCAG ATT6CCCTCG AAGAAGCC6G AC6TTAC6CC GCCGAAGATG 
1451 CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA T6TGGCCGGA TCT6CAAAAA 
1501 CACAAAG6GC CGTTGAACGT CTTCGAGAAT ATCGAAATGC CGCTGGT6CC 
1551 G6TGCTTTCA CGGATTGAAC GTAAC6GTGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC 
1601- TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG GTGGCCGAGG AGATCGCCCG CCTCGAGGCC 
1651 GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CGACCCCTTC , AACCTCAACT CCCGGGACCA 
1701 GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC ATCGGCAAGA 
1751 CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 
1801 CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC 
1851 CAAGCTGAAG AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA 
1901 GGACGGGCCG CCTCCACACC CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC 
1951 AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG AACATCCCCG TCCGCACCCC 
2001 GCTTGGGCAG .AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG GGGTGGCTAT 
2051 TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 
2101 TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA 
2151 CACGGAGACC GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCGGTGGACC 
2201 CCCTGATGCG CCGGGCGGCC AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC 
2251 ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA GCCATCCCTT ACGAGGAGGC 
2301 CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG GTGCGGGCCT 
2351 GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 
2401 CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG 
2451 .CGTGGGGGAG GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA 
2501 CCGCCGCCGA CCTCATGAAG CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG 



902 037/472 



2EICHNUNGEN SEfTH 4 



Nummer: 
Int Cl.«: 

Offenlegungstag: 



DE19810 879A1 
C12N S/12 

16. September 1999 



Abbfldung2/2 

SEQroNo.:2 

2551 GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG GTCCACGACG AGCTGGTCCT 
2601 CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG GCCAAGGAGG 
2651 TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 
2701 ATAGGGGAGG ACTGiSCTCTC CGCCAAGGAG TGA 



SEQIDNo.:8 

AminosSuresequenz : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDECMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALBCEDGDAVI .WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLAIiIECEIiV DLLGIiARLBV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DIiYQIiLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS LEALLBCNIiDR LKPAIREECIIi 

251 AHMDDLKLSW DIiAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPYD NYVT^LDEET XJCAWXAKLEK APVFAFDTET DSLDNISANL 

351 VGI.SFAIEP6 VAAYZFVAHD YUDATOQISR ERAI£UJ^I. liBOSKAZJCVrG 

401 QNZ.KYDR6IIJ ANYGX£I«R6I AFDTMLESYI IIYSVAGRHDM DSIAERWUCH 

451 KTXTFEEIAa KGKMOLTFNQ IALEEAGRYA AEDADVTZ^ HI.RMWSDI^ 

501 HK6PLNVFEN lEMFLVFVIiS RIERNGVRLD VAYLRALSLE VABEIARLEA 

551 EVFRLAGHPF NLNSRDQLER VLFDELGLPA IGKTEKTGKR STSAAVLEAL 

601 REAHPIVEKI LQYRELTKLK STYIDPLPDL IHPRTGKLHT RFNQTATATG 

651 RLSSSDPNLQ NIPVRTPLGQ RIRE^FIAEE GWIiLVAJCDYS QIELRVIAHL 

701 SGDENLIRVF QEGRDIHTET ASWMFGVPRE AVDPLMRRAA- KTINFGVLYG 

751 MSAHRLSQEL AIPYEEAQAF lERYFQSFPK VRAWIEKTLE EGRRRGYVET 

801 LFGRRRYVPD LEARVKSVRE AAERMAFNMP VQGTAADLMK LAMVKLFPRL 

851 EEMGARMLLQ VHDELVLEAP KERAEAVARL AKEVMEGVYP LAVPLEVEVG 

901 IGEDWLSAKE 



902 037/472 



ZEICHNUNGEN SEITE 5 Nummer: DE19810879A1 • 

Intel.®: C12N9/12 
Offenlegungstag: 16. September 1999 



AbbfldungS/l 

SEQIDNa:3 

DNA-Sequenz: 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 

51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG . 

•101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 

151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG - 

201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 

251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG - 

301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA- 

351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 

401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC ^ 

451 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC • 

501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT ; 

551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG- 

601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG^ 

651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC ' 

701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG"' 

751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC" 

801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGGv 

851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG agtttggcag cctcctccac 

901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCCCGTT GGATACAGAA TAGTGAAAGA-' 

951 CCT66TGGAA TTT6A2VAAAC TCATA6AGAA ACTGAGAGAA TCCCCTTC6T 

1001 TCGCCATAGA TCTTGAGAC6 TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CT6CGACATT - - 

1051 6TCGGTATCT CTGT6TCTTT CAAACCAAA6 6AAGC6TACT ACATACCACT 

1101 CCATCATAGA AACGCCCAGA ACCT6GAT6A AAAAGAAGTT CT6AAAAA6C 

1151 TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCC6GAGGAA A6ATCGTTGG TCAGAATTTG 

1201 AAATTC6ATT ACAAGGTGTT GAT6GTAAA6 GGTGTT6AAC CT6TCCCTCC 

1251 TCACTTC6AC ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGA6CCG AACGAAAA6A 

1301 A6TTCAATCT GGACGATCTC GCATT6AAAT TTCTTGGATA CAAAAT6ACC 

1351 TCTTACCASG AACTCATGTC CTTCTCTTCT CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT 

1401 TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT GAA6ATGCCG 

1451 ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGA6GAG ' 

1501 AGGCTCCTTT GGCTTTACCG GGAGGTGGAG AGGCCCCTTT CCGCTGTCCT " 

1551 GGCCCACATG GAGGCCACGG GGGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG' 

1601 CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC . 

1651 TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC . AACTCCCGGG ACCAGCTGGA - 

1701 AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC AAGACGGAGA- 

1751 AGACCGGCAA GCGCTCCACC AGCGCCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG. . 

1801. GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGAGC TCACCAAGCT ^ 
1851 GAAGAGCACC TACATTGACC CGTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG^ 

1901 GCCGCCTCCA CACCCGCTTC AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGGTA 

1951 AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG/ 

2P01 GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG CTATTGGTGG 

2051 CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 

2101 GACGAGAACC TGATCCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA . 

2151 GACCGCCAGC TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA 

2201 TGCGCCGGGC GGCCAAGACC ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG., 

2251 GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC CCTTACGAGG AGGCCCAGGC' 

2301 CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG GCCTGGATTG^ 

2351 AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC- . 

2401 GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG 

2451 GGAGGCGGCC GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAG GGCACCGCCG • 

2501 CCGACCTCAT GAAGCTGGCT ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA; . 



902 037/472 



ZEICHNUNGENSEITEe 



Nummer: 
Int. CI.6: 



DE19810 879A1 
C 12 N fl^12 

16. September 1999 



Offenlegungstag: 



AbbildungS)^ 

SEQipNo.:3 

2551 ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC GACGAGCTGG TCCTCGAGGC ' 
2601 CCCA7UUVGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG' GCTGGCCAAG GAGGTCATGG 
2651 AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 
2701 GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 



SEQIDNo.:9 
Aminosauresequenz : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAECSLIiK ALECEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYECA 

101 GIUIPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRIIiTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNI, PGVKGIGEKT ARKIiLEEWGS LEALLKNLDR LKPAIREKIL 

251 AHMDDI.KI.SW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE. PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPPV GYRXVKDI.VE FEKXilEKURE SPSFAIOI£T SSIX>PFDCDI 

351 V6ISVSFKPK EAYYXPiaHR HAQNIDEKEV liEOdJCEZI^D PGAKIVGCSNZ. 

401 KFDYKVI2fVK GVEPVPPHTO TMXAAYZXEP MZKKFKU^DIi ALKFL6YKMT 
451 . SYQEIMSFSS PI.FGFSFADV FVEKAAMYSC EDADITYRLY KXI.SIiKI.HEB 

501 RLLWLY'REVE RPLSAVLAHM EATGVRLDVA . YLRALSLEVA EEIARLEAEV 

551 FRIiAGHPFNL NSRDQLERVL FDELGLPAIG KTEKTGKRST SAAVLEALRE 

601 AHPIVEKILQ YRELTBOiKST YIDPLPDLIH PRTGRLHTRF NQTATATGRL 

651 SSSDPNLQNI PVRTPLGQRI RRAFIAEEGW LLVAIiDYSQI ELRVLAHLSG 

701 DENLIRVFQE GRDIHTETAS WMFGVPREAV DPLMRRAAKT INFGVLYGMS 

751 AHRLSQEIAI PYEEAQAFIE RYFQSFPKVR AWIEKTLEEG RRRGYVETLF 

801 GRRRYVPDLE ARVKSVREAA ERbOAFNMPVQ GTAADLMKLA' MVKLFPRLEE 

851 MGARMLLQVH DELVLBAPKE RAEAVARLAK EVMBGVYPIiA VPLEVEVGIG 

901 EDWLSAKE 



902 037/472 



ZEICHNUNGEN SEITE7 



Nummer: 
Int Cl.«: 

Offenlegungstag: 



DE19810879A1 
C12N S/12 

16. September 1999 



Abb0dang4/1 

SEQIDNo.:4 

DNA-Sequenz : 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
101 TCGAGGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
201 CCTCCTCT^G GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG \ 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG . CCCTCATCAA 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG. CCTCiGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC U 
451 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG- ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
eOl GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG J : 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC : 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG , 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC ' 
801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG : 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC y 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCCCGTT GGATACAGAA a!AGTGAAAjGA . 
951 CCT6GT6GAA TTTGAAAAAC TGATAGAGAA ACT6AGAGAA TCCCCTTC6T j 
1001 TCGCGATAGA TCTTGAGACG TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CTGCGACATT 
1051 GTCGGTATCT CTGT6TCTTT CAAACCAAAG GAAGC6TACT ACATACCACT : 
1101 CCATCATAGA AACGCCCAGA ACCTGGATGA AAAAGAA6TT CTGAAAAAGC 
1151 TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCCGGAGCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG : 
1201 AAATTCGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAA6 GGTGTT6AAC CTGTCCCTCC j; 
1251 TGACTTCGAC ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCCO AAC6AAAA6A 
1301 A6TTCAATCT GGACGATCTC GCATTGAAAT TTCTTGGATA CAAAATGACC 
1351* TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCTCTTCT CCGCTGTTTG 6TTTCA6TTT 
1401 TGCCGAT6TT CCTGTAGAAA AA6CAGC6AA CTATTCCTGT GAAGATGCAG 
1451 ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGAGGCA 'i) 
1501 6ATCXGGAGA AC6TGTTCTA CAAGATAGAA ATGCCTCTTG TGAGCGTGCT 
1551 TGCACGGATG GAACTGAACG GTGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG 
1601 CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC : ; 
1651 TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC AACTCCCGGG ACCAGCTGGA ,r 
1701 AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC ^ CGCCATCGGC AAGACGGAGA , 
1751 AGACCGGCAA GCGCTCTACC AGCGCCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG- 
1801 GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGAGC TCACCAAGCT r 
1851 cSaagagcac'c TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG - 
1901 GCCGCCTCCA CACCCGCTTC AACCAGACGG CCACGGCCAC - GGGCAGGCTA 
1951, AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC CCCGTCCGCA CCCCGCI'TGG : 
200i' GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG CTATTGGTGG 
2051 CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 
2101 GACGAGAACC TGATCCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGAGA TCCACACGGA 
2151 GACCGCCAGC TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA 
2201 TGCGCCGGGC GGCCAAGACC ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG . 
2251 GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC CCTTACGAGG AGGCCCAGGC : 
2301 CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG GCCTGGATTG 
2351 AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC . 
2401 GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG - 
-2451 GGAGGCGGCC GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAG GGCACCGCCG , 
2501 CCGACCTCAT GAAGCTGGCT ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA ;, 



902 037/472 




2EICHNUNGEN SEITH 8 



Nummer: 
Int Cl.«: 

Offenlegungstag: 



DE19810 879A1 
C12 N 8/12 

16. September 1999 



Abbildung4/2 

SEQIDNo.:4 

2551 ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC GACGAGCTGG TCCTCGAGGC 
2601 CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG GAGGTCATGG 
2651 AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 
2701 GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 



SEQIDNO.: 10 

Aminosauresequenz : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPHOSR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALECEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVIiA SitAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI ^ HVLHPEGYLI TPAWLWEBCYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT * ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LBCPAIREKIL 

251 AHMDDLEOjSW DLAKVTITDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPFV 6YRIVKDI.VE FKK itlEKLRE SPSFAIDI£T SSUDPFDCDX 

351 VGISVSFECPK EAYYIPLHHR NAQNLDEKEV LBOCLECEILED PGAKIVGQNL 

401 KFDYECVLMVK GVEPVPPHFD TMIAAYLLEP NEBCKFNLDDL ALKFLGYKMT 

451 SYQELMSFSS PLFGFSFADV PVEKARNYSC. EDADITYBUCY KILSLKLHEA 

501 DI£NVFYKX£ MPLVSVIABM EUIGVRLDVA YLRALSLEVA EEXARLEAEV 

551 FRLAGHPFNIi NSEUDQLERVL FDELGLPAIG ECTEKTGKRST SAAVIiEALRE 

601 AHPIVEKILQ YRELTKLKST YIDPLPDLIH PRTGRLHTRF NQTATATGRL 

651 SSSDPlSnLQNI PVRTPLGQRI RRAFIAEEGW LLVALDYSQI ELRVLAHtSG 

701 DENIiIRVFQE GRDIHTETAS WMFGVPREAV DPLMRRAAKT INFGVLYGMS 

751 AHRLSQELAI PYEEAQAFIE RYFQSFPKVR AWIEKTLEEG RRRGYVETLF 

801 GRRRYVPDLE ARVKSVREAA ERMAFNMPVQ GTAADLMBCLA MVKLFPRLEE 

851 MGARMLLQVH DELVLEAPBCE RAEAVARLAK EVMEGVYPLA VPLEVEVGIG 

901 EDWLSABCE 



902 037/472 



ZEICHNUNGENSEITE9 Nummer: DE19810 879A1 

Into A C12Ng/12 
Offenlegungstag: 16. September 1999 



AbbOdungS/1 

SEQIDNo.:5 

DNA-Sequenz: 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
. 201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG t 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG' : 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
451 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC ' 
501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT • = : 
551. GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG : 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG J 
€51 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC ]- 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG - 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC . 
. 801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG t 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC : 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCATCCA GGAGTT6T60 ACATCTTCGA 
951 ATACGATATT CCATTT6CAA A6AGATACCT CATCGACAAA G6CCTAATAC ; 
1001 CAAT6GA666 GGAAGAAGAG CTAAAGATTC TTGCCTTC6A TATA6AAACC ./ 
1051 CTCTATCAC6 AAGGAGAAGA 6TTT6GAAAA GGCCCAATTA TAATGATTAG : ; 
1101 TTATGCAGAT GAAAATGAAG CAAAG6T6AT TACTT6GAAA AACATAGATC : 
1151 TTCCATAC6T TGAGGTTGTA TCAA6C6AGA GA6A6ATGAT AAAGAGATTT . V 
1201 CTCAGGATTA TCAGGGAGAA GGATCCTGAC ATXATAGTOIA CTTATAATGG :^ 
1251 AGACTCATTC GACTTCCCAT ATTXAGCGAA AAG6GCAGAA AAACTTGGGA. ; 
1301 TTAAATTAAC CATTGGAAGA GATG6AAGCG AGCCCAAGAT GCAGAGAAXA : 
1351 GGCGATATGA CGGCTGTAGA AGTCAAGGGA AGAATACATT TCGACTTGTA 
1401 TCATGTAATA ACAAGGACAA TAAATCTCCC AACATACACA CTA6AGGCTG 
1451 TATATGAAGC AATTTTTGGA AAGCCAAAG6 AGAAGGTATA C6CCGACGA6 
1501 ATA6CAAAAG CCTGGGAAAG TGGAGAGAAC CTTGAGAGAG TTGCCAAATA X 
1551 CTCGATGGAA GAT6CAAAGG CAACTTAT6A ACTCGGGAAA GAATTCCTTC ^ 
1601 CAATGGAAAT TCAGCTTTCA GAGAGGCTCC : TTTGGCTTTA CCGGGAGGTG / 
1651 GAGAGGCCCC TTTCCGCTGT CQTGGCCCAC ATGGAGGCCA CGGGGGTGCG l 
1701 CCTGGACGTG GCCTATCTCA GGGCCTTGTC CCTGGAGGTG GCCGAGGAGA :; 
1751 TCGCCCGCCT CGAGGCCGAG GTCTTCCGCC TGGCCGGCCA CCCCTTCAAC ■ 
1801 CTCAACTCCC. GGGACCAGCT GGAAAGGGTC CTCTTTGACG AGCTAGGGCT 
1851 TCCCGCCAT'C GGCAAGACGG AGAAGACCGG CAAGCGCTCC ACCAGCGCCG 1^ 
1901 CCGTCCTGGA GGCCCTCCGC GAGGCCCACC CCATCGTGGA GAAGATCCTG ^ 
1951 CAGTACCGGG AGCTCACCAA GCTGAAGAGC ACCTACATTG ACCCCTTGCC 
2001' GGACCTCATC CACCCCAGGA CGGGCCGCCT CCACACCCGC TTCAACCAGA ; 
2051 CGGCCACGGC CACGGGCAGG CTAAGTAGCT CCGATCCCAA CCTCCAGAAC ^ 
2101 ATCCCCGTCC GCACCCCGCT TGGGCAGAGG ATCCGCCGGG CCTTCATCGC ; 
2151 CGAGGAGGGG TGGCTATTGG TGGCCCTGGA CTATAGCCAG ATAGAGCTCA 
2201 GGGTGCTGGC CCACCTCTCC GGCGACGAGA ACCTGATCCG GGTCTTCCAG » 
2251 GAGGGGCGGG ACATCCACAC GGAGACCGCC AGCTGGATGT TCGGCGTCCC 
2301 . CCGGGAGGCC GTGGACCCCC TGATGCGCCG GGCGGCCAAG ACCATCAACT 
2351 TCGGGGTCCT CTACGGCATG TCGGCCCACC GCCTCTCCCA GGAGrCTAGCC ' 
2401 ATCCCTTACG AGGAGGCCCA GGCCTTCATT? GAGCGCTACT TTCAGAGCTT ; 
2451 CCCCAAGGTG CGGGCCTGGA TTGAGAAGAC CCTGGAGGAG GGCAGGAGGC '% 
2501 GGGGGTACGT GGAGACCCTC TTCGGCCGCC GCCGCTACGT GCCAGACCTA :: 



ZEICHNUNGEN SErTE 10 Nummer: DE19810879A1 

Intel.®: Cl2Ng^12 
Offenlegungstag: 16. September 1999 



AbbUdung Stl 

SEQIDNo.:5 

2551 GAGGCCCGGG TGAAGAGCGT GCGGGAGGCG GCCGAGCGCA TGGCCTTCAA 
2601 CATGCCCGTC CAGGGCACCG CCGCCGACCT CATGAAGCTG GCTATGGTGA 
2651 AGCTCTTCCC CAGGCTGGAG GAAATGGGGG CCAGGATGCT CCTTCAGGTC 
2701 CACGACGAGC TGGTGCTCGA GGCCCCAAAA GAGAGGGCGG AGGCCGTGGC • 
2751 CCGGCTGGCC AAGGAGGTCA TGGAGGGGGT GTATCCCCTG GCCGTGCCCC 
2801 TGGAGGTGGA GGTGGGGATA GGGGAGGACT GGCTCTCCGC CAAGGAGTGA 



SEQIDNb.: 11 



Amino s aures equenz : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVIA SLAKECAEECEG 

151 . YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS ^LEALLKNLDR LKPAIRBKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAECVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLEAFL BRLEFGSLLH 

301 EFGLLESPHP AWDIFEYDX PFAKRYI.IDK GLZFMEGEES UCIZAFDXET 

351 . I.YHE6EEF6K 6PIXMISYAD ENEAKVITWK NZDZ.FYVEW SSEBEMIKRF 

401 UIIXR&KDFD XXVTYNGDSF DFPYIAKRAE KI.GIKI.TX6R D6SEPKMQRX 

451 GDMTAVEVKG RXHFDLYHVT TRTINLPTYT X£AVYEAXFG KPKEKVYADE 

501 XAKAHESGEH UIRVAKYSME DAKATYELGK EFLPMEXQLS ERLLWIiYRKV 

551 ERPIiSAVXAH MEATGVRLDV AYLRALSLEV AEEIARLEAE VFRLAGHPFN 

601 LNSRDQLERV LFDELGLPAI GKTEKTGECRS TSAAVLEALR EAHPIVEKIL 

651 QYRELTBOiiCS TYIDPLPDLI HPRTGRLHTR FNQTATATGR LSSSDPNIiQN 

701 IPVRTPLGQR IRRAFIAEEG • WLLVALDYSQ IELRVIJEVHLS GDENLIRVFQ 

751 EGRDIHTETA SWMFGVPREA VDPLMRRAAK TINFGVLYGM SAHRLSQELA 

801 IPYEEAQAFI ERYFQSFPKV RAWIEKTLEE GEIRRGYVETL FGRRRYVPDL. 

851 EARVBCSVREA AERMAFNMPV QGTAADLMKL AMVKLFPRLE EMGARMLLQV 

901 HDELVLEAPK ERAEAVARIiA ECEVMEGVYPL AVPLEVEVGI GEDWLSAKE* 
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2EICHNUNGEN SEITE 11 



Nummer: 
Int CI.®: 

Offentagungstag: 



DE19810 879A1 
C12NW12 

16. September 1999 



Abbildung 6/1 

SEQIDNo,:6 

DNA-Sequenz :■ 

1 ATQAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTlSCTGACG ATGACGATAA* - 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAiiSCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG ' 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCGACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCC GGQGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT tCGCCAAGAG 
201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA. : 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG j 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
451 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCGCATC CACGTCQTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC . CGACTACCGG : 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAAiGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC 
801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG- 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC : 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCC6TTAGA 6AACATCGAG CAGTTOT6GA 
951 CATCTTCGAA TAC6ATATTC CATTT6CAAA GAGATAOCTC ATC6ACAAAO ; 
1001 6GCTAATACC AAT6GAGG66 6AA6AA6AGC TAAAGATTCT T6CCTTCGAT 
1051 ATAGAAACCC TCTATCACGA AGGAGAA6AG TTTGGAAAAG GCCCAATTAT 
1101 AATGATTAGT XAT6GAGAT6 AAAAlGAAGC AAAG6TGATT ACTT66AAAA 
1151 ACATAGATCT TCCATAC6TT GAGGTT6TAT CAA6CGAGAG AGAGATGATA . 
1201 AA6AGATTTC TCA6GATTAT CA6GGAGAA6 GATCCTGACA TTATAGTTAC 
1251 TTATAATG6A GACTGATTCG ACTTCCCATA TTTAGC6AAA A6GGCA6AAA 
1301 AACTTGGGAT TAAATTAACC ATT6GAAGAG ATG6AA6C6A 6CCCAAGATG 
1351 CAGAGAATAG 6CGATATGAC GGCTGTA0AA GTCAAGGGAA GAATACATTT 
1401 CGACTTGTAT CATGTAATAA CAAGGACAAT AAATCTCCCA AGATACACAC 
1451 TAGAGGCTGT ATATGAAGCA ATTTTTGGAA AGCCAAAGGA GAAGGTATAC ! 
1501 6CC6AC6A6A TAGCAAAAGC CTGGGAAAGT GGAGAGAACC TTGAGAGA6T 
1551 TGCCAAATAC TCGATGGAAG ATGCAAAGGC AACTTATGAA CTC6GGAAAG 
1601 AATTCCTTCC AATGGAAATT CAGCTTTCAA GATTAGTTGG ACAACCTTIA 
1651 TGGGAT6TTT CAAGGTCAAG CACAGGGAAC CTTGTAGAGT GGTTCTTACT 
1701 TAGGAAAGCC XACGAAAGAA ACGAAGTAGC TCCAAACAAG ' CCAAGTGAAG 
1751 AGGAGTATCA AAGAAGGCTC AGGGAGAGCT ACACAGGTGG ATTCGTGCGC 
1801 CTGGAGGTGG- CCTATCTC AG GGCCTTGTCC CTGGAGGTGG CCGAGGAGAT 
1851 CGCCCGCCTC GAGGCCGAGG TCTTCCGCCT GGCCGGCCAC CCCTTCAACC 
1901 TCAACTCCCG GGACCAGCTG GAAAGGGTCC TCTTTGACGA GCTAGGGCTT 
1951 CCCGCCATCG GCAAGACGGA GAAGACCGGC AAGCGCTCCA CCAGCGCCGC . 
2001 CGTCCTGGAG GCCCTCCGCG AGGCCCACCC CATCGTGGAG AAGATCCTGC 
2051 AGTACCGGGA GCTCACCAAG CTGAAGAGCA CCTACAlTGA CCCCTTGCCG 
2101 GACCTCATCC ACCCCAGGAC GGGCCGCCTC CACACCCGCT TCAACCAGAC 
2151 GdCCACGGCC ACGGGCAGGC TAAGTAGCTC CGATCCCAAC CTCCAGAACA * 
2201 TCCCCGTCCG CACCCCGCTT GGGCAGAGGA TCCGCCGGGC CTTCATCGCC 
2251 GAGGAGGGGT GGCTATTGGT GGCCCTGGAC TATAGCCAGA TAGAGCTCAG 
2301. .GGTGCTGGCC CACCTCTCCG GCGACGAGAA CCTGATCCGG GTCTTCCAGG 
2351 AGGGGCGGGA CATCCACACG GAGACCGCCA GCTGGATGTT CGGCGTCCCC 
2401 CGGGAGGGCG TGGACCCCCT GATGCGCCGG GCGGCCAAGA CCATCAACTT . 
2451 CGGGGTCCTC TACGGCATGT CGGCCCACCG CCTCTCCCAG GAGCTAGCCA 
2501 TCCCTTACGA GGAGGCCCAG GCCTTCATTG AGCGCTACTT TCAGAGCTTC 
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2EICHNUNGEN SEITE 12 



Nummer: 
Int Cl.«: 

Offenlegungstag: 



DE19810879A1 
C12N g/12 

16. September 1999 



Abbildung 6/2 

SEQIDNo.:6 

2551 CCCAAGGTGC GGGCCTGGAT TGAGAAGACC CTGGAGGAGG GCAGGAGGCG 
2601 GGGGTACGTG GAGACCCTCT TCGGCCGCCG CCGCTACGTG * CCAGACCTAG 
2651 AGGCCCGGGT GAAGAGCGTG CGGGAGGCGG CCGAGCGCAT GGCCTTCAAC 
2701 ATGCCCGTCC AGGGCACCGC CGCGGACCTC ATGAAGCTGG CTATGGTGAA 
2751 GCTCTTCCCG AGGCTGGAGG AAATGGGGGC CAGGATGCTC CTTCAGGTCC 
2801 ACGACGAGCT GGTCCTCGAG GCCCCAAAAG AGAGGGCGGA GGCCGTGGCC 
2851 CGGCTGGCCA AGGAGGTCAT GGAGGGGGTG TATCCCCTGG CCGTGCCCCT 
2901 GGAGGTGGAG GTGGGGATAG GGGAGGACTG GCTCTCCGCC AAGGAGTGA 



SEQIDNo.:12 

AmlnosSuresequeiiz : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDBOIRG MLPIiFEPKGR VLLVDGHHIA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLAIjIKELV DLLGLAEILEV PGYEADDVIA SIAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR • 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT. ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LECPAIEIEKIL 

251 AHMDDLECLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSIiLH 

301 EFGLI.ESFVR EHPAWDZFE YDIPET^KRYZi IDKGZiZEMEG EEEXiKIXAFD 

351 XETLTHE6EE FGKGPIZMXS YADEHEAK^n: TWICNIDI.FrV' EVVSSEBEMI 

401 KRFXRIIKEK DPDIXVTYHG DSFDFPYIAK RAEKLGIKZ.T ZGBD6SEPRM 

451 QRIGDMTAVE VKGRIHFDLY HVITRTINLP TYTLEAVYEA IFGKPKEKSnf 

501 ADEXAKAHES 6EMI«EKVAKY SMEDAKATYE luGKEEXPMBX QI.SRI.V6QPL 

551 WDVSRSSTGM X.VEWFi;U(KA YEBNEVAPNK PSEEEIYQRRIi RESYTG6FVR 

601 LDVAYIiEUU^S LEVAEEIARL EAEVFRLAGH PFNLNSRDQL ERVLFDELGL 

651 PAIGKTEKTG KRSTSAAVLE ALREAHPIVE KILQYRELTK LKSTYIDPLP 

701 DLIHPRTGRL HTRFNQTATA TGRLSSSDPN LQNIPVRTPL GQRIREUVFIA 

751 EEGWLIiVALD YSQIELRVLA HLSGDENLIR VFQEGRDIHT ETASWMFGVP 

801 REAVDPIiMRR AAKTINFGVL YGMSAHRLSQ EIAIPYEEAQ AFIERYFQSF 

851 PKVRAWIEKT LEEGEIRRGYV ETLFGRRRYV PDLEARVKSV REAAERMAFN 

901 MPVQGTAADL MKLAMVKLFP EOiEEMGARML LQVHDELVLE APKERAEAVA 

951 RLAKEVMEGV YPLAVPLEVE VGIGEDWLSA KE* 
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ZEICHNUNGEN SEITE 13 



Nummer: 
Int Cl.^ 

Offenlegungstag: 



DE19810 879A1 
C12N 9^12 

16. September 1999 



Abbildung 7 



1 2 3 4 5 6 7 8 
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ZEICHNUNGEN SEFTE 14 



Nummer: 
Int Cl.«: 

Offenlegungstag: 



DE19810 879A1 
C12N g/12 

16. September 1999 
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ZEICHNUNGEN SEITE 15 



Nummer: 
Int CI.6: 

Offenlegungstag: 



DE19810 879A1 
C12N g/12 

16. September 1999 



AbbUdung 9 



Spezifische Aktivitaten der Dotnlnenaustauscfavarianten 
bei yerschiedenen Temperaturen 



. 80000,0 
70000,0 
S 60000,0 
B 50000,0 




37 50 60 72 

Temperatur pQ 



80 



-TaqPol (BM) 



NHis-TaqPol 



-TaqEcl 



Ta^Ihel 



Tac^e2 
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ZEICHNUNGEN SEfTE 16 



Nummer: 
Int Cl.«: 

Offentegungstag: 



DE19810 879A1 
C12N 9^12 
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AbbUdung 10 



Lainbda-DNA Plasmidpa 
bp ni VI 1 2 3 4 1 2 3 4 VI IH bp 



500 



• 250 
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2EICHNUNGEN SEITE 17 



Nummer: 
Int Cl.«: 

Offenlegungstag: 
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AbbOdung 11 



Lambda-DNA 
bp m VI 1 2 



Plasmidpa 
2 VI 



m 



bp 



-2:50 
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ZEICHNUNGEN SEITE 18 



Nummor: 
Int. CI A 

Offenlegungstag: 



DE19810 879A1 
C12N S/12 

16. September 1999 



AbbUdung 12 



ohnePoL NHisTaqPol (500 U/pl) UlTma DNA Polymerase (5U/^1) 
20 h 0,5 h 3h 20 h 1 min 5min lO min 20 h 




- 23 mer 

- 20 mer 
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2EICHNUNGEN SEITE 19 



Nummer: 
Int. CI.®: 

Offenlegungstag: 



DE19810 879A1 
C12N g/12 

16. September 1999 



AbbOdung 13 



ohne Pol. TaqEcl (500 U/^l) ohne Pol TaqEcl (500 V/\d) 

600 15 30 45 .60 90 180 600 min 600 15 30 45 60 90 180 600inin 




- 23 mer 

-20m^ 
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2EICHNUNGEN SEITE 20 Nummer: DE 198 10 879 A1 

Int. CI.®: C12Ng/12 
Offenlegungstag: 16. September 1999 



Abbildung 14 



Ml/Pl Ml/Pl M1/P2 M1/P3 

- + - + - + 
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ZEICHNUNGEN SEITE21 Nummer: DE 198 10879 A1 

lntCI.«: C12NS/12 
Offenlegungstag: 16. September 1999 




1 5.55 

< v) 5i v) 5h 
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ZEICHNUNGEN SEITE 22 Nummer: DE1d810 879A1 

IntCI.^ C12NS/12 
Offenlegungstag: 16. September 1999 



< 
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